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POVZETEK 
Znanstveno izhodišče: Humani virus papiloma (HPV) je eden pomembnejših povzročiteljev 
ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela. Opazili so, da HPV-pozitivni ploščatocelični 
karcinomi ustnega žrela bolje odgovorijo na sočasno radiokemoterapijo s terapevtiki na 
osnovi platine od HPV-negativnih ploščatoceličnih karcinomov ustnega žrela. To je vzbudilo 
razmišljanje o znižanju intenzivnosti radioterapije pri teh bolnikih. Pogoj je ohranitev deleža 
ozdravitev, ki je dosežen s konvencionalnimi dozami obsevanja (frakcionirano obsevanje, 
skupna doza obsevanja 70 Gy) in sistemskih terapevtikov, namen pa zmanjšanje neželenih 
stranskih učinkov zdravljenja. Do sedaj opravljene raziskave kažejo, da so boljši rezultati 
zdravljenja HPV-pozitivnih ploščatoceličnih karcinomov ustnega žrela posledica večje 
občutljivosti teh tumorjev na radioterapijo in nekatere sistemske terapevtike, ki se 
uporabljajo za zdravljenje bolnikov s HPV-pozitivnimi tumorji ploščatoceličnega karcinoma 
ustnega žrela. Molekularni mehanizmi povečane občutljivosti HPV-pozitivnih celic 
ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela na radioterapijo in izbrane sistemske 
kemoterapevtike na osnovi platine niso popolnoma jasni, verjetno pa temeljijo na slabšem 
popravilu DNA. Predklinične raziskave mehanizmov delovanja radioterapije na HPV-
pozitivnih tumorskih modelih so redke. Še redkejše so predklinične raziskave odziva HPV-
pozitivnih tumorskih modelov ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela na kombinacijo 
obsevanja in sistemske kemoterapije s cisplatinom, ki bi omogočale boljše načrtovanje 
zdravljenja.  
Namen in hipoteze: Namen doktorske naloge je bil ugotoviti, za koliko lahko pri HPV-
pozitivnih tumorjih (v primerjavi s HPV-negativnimi tumorji) zmanjšamo dozo obsevanja, 
ne da bi s tem zmanjšali učinek zdravljenja. Naše hipoteze so bile, da je v kombinaciji s 
cisplatinom radiosenzitivnost HPV-pozitivnih tumorskih celic ploščatoceličnega karcinoma 
ustnega žrela in vitro večja od radiosenzitivnosti HPV-negativnih tumorskih celic 
ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela; da je radiosenzitivnost HPV-pozitivnih 
tumorskih celic večja zaradi zmanjšanega delovanja popravljalnih mehanizmov DNA; ter da 
se lahko pri HPV-pozitivnih mišjih tumorskih modelih ploščatoceličnega karcinoma ustnega 
žrela enak delež ozdravitve kot pri HPV-negativnih mišjih tumorskih modelih doseže z nižjo 
dozo obsevanja ob sočasni terapiji s cisplatinom. 
Metode: V raziskavah in vitro smo s pomočjo testa klonogenosti določili stopnjo 
občutljivosti HPV-pozitivne (2A3) in HPV-negativne (FaDu) tumorske celične linije na 
obsevanje, terapijo s ciplatinom in kombinacijo obeh. Ovrednotili smo razliko v deležu in 
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časovni dinamiki popravila poškodb DNA med HPV-pozitivnimi in HPV-negativnimi 
tumorskimi celicami in vitro. Določili smo stopnjo eno- in dvoverižnih prelomov DNA 
(kometni test) in tvorbo žarišč fosforiliranih histonov γH2AX na DNA (ki označujejo 
dvoverižne prelome DNA) po obsevanju, terapiji s ciplatinom in kombinaciji obeh. Obenem 
smo spremljali tudi pojav posredovanega učinka sevanja (ang. bystander effect) po obsevanju 
HPV-pozitivnih in HPV-negativnih celic (ob sočasni terapiji s cisplatinom). Dodatno smo 
preverili še morfologijo celic po obsevanju v kombinaciji s cisplatinom ter ovrednotili delež 
apoptotičnih in mitotičnih celic. Poleg tega smo s pomočjo pretočne citometrije preverili 
spremembe v poteku celičnega cikla po terapiji. Isti humani tumorski celični liniji kot v 
poskusih in vitro smo uporabili za indukcijo tumorjev na imunsko oslabljenih laboratorijskih 
miših (SCID). S testom zaostanka v rasti tumorjev smo preverili odziv obeh tumorskih 
modelov na obsevanje ter na sočasno terapijo s cisplatinom. Določili smo tudi faktor 
modificiranja doze obsevanja ob sočasni terapiji s cisplatinom pri HPV-pozitivnih tumorjih 
za dosego enakega učinka zdravljenja kot pri HPV-negativnih tumorjih s standardnimi 
dozami. 
Rezultati: Tako v in vitro poskusih kot tudi na tumorskem modelu in vivo smo pokazali, da 
so HPV-pozitivne celice oziroma tumorji bolj občutljivi na samo obsevanje kot HPV-
negativne celice in tumorji. Na samo terapijo z nizkimi dozami cisplatina sta bili obe 
tumorski celični liniji v raziskavi in vitro enako občutljivi. Tudi potenciacija učinka 
obsevanja z dodajanjem cisplatina je bila in vitro prisotna pri obeh tumorskih celičnih linijah. 
V raziskavi in vivo je bila učinkovitost dodanega cisplatina večja pri HPV-negativnih 
tumorjih, vendar je bil skupni učinek še vedno večji pri HPV-pozitivnih tumorjih. Faktor 
modificiranja doze, izračunan s primerjavo učinkovitosti obsevanja oziroma kombinirane 
terapije glede na HPV status tumorja, je znašal 1,3 oziroma 1,2, kar pomeni, da so HPV-
pozitivni tumorji za 30 % bolje odgovorili na radioterapijo ter za 20 % bolje na kombinirano 
terapijo kot HPV-negativni tumorji. Ugotovili smo, da je prišlo pri HPV-pozitivnih celicah 
po samem obsevanju in po kombinirani terapiji do večjega deleža dvoverižnih prelomov 
DNA, ki so se v primerjavi s prelomi pri HPV-negativnih celicah tudi počasneje popravili. Z 
morfološko analizo celic smo pri kombinirani terapiji in vitro pri HPV-pozitivnih celicah 
opazili večji delež apoptotičnih in manjši delež mitotičnih kot pri HPV-negativnih celicah, 
analiza celičnega cikla pa je pri HPV-pozitivnih celicah pa terapiji pokazala zaustavitev 
celičnega cikla v fazi G2/M. Posredovane učinke sevanja smo opazili le pri HPV-pozitivnih 
celicah po kombinirani terapiji. 
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Zaključki: V raziskavi smo potrdili, da so HPV-pozitivne celice in tumorji bolj občutljivi na 
obsevanje kot HPV-negativni tumorji ter da ima sočasna terapija s cisplatinom aditiven 
učinek ne glede na HPV status. Na podlagi rezultatov lahko predlagamo 20 % znižanje doze 
obsevanja pri kombinirani terapiji s cisplatinom pri HPV-pozitivnih tumorjih 
ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela, pri čemer bi dosegli enako učinkovitost kot jo 
dosežemo s standardno dozo pri radiokemoterapiji HPV-negativnih tumorjev. Rezultati 
raziskave in vitro so pokazali, da je povečana občutljivost na terapijo med drugim posledica 
višje ravni poškodb DNA, nižje stopnje popravila teh poškodb, zaustavitve celičnega cikla v 
fazi G2/M in višje stopnje apoptoze.  
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ABSTRACT 
Scientific background: Human papillomavirus (HPV) is an important etiologic factor in 
oropharyngeal squamous cell carcinoma. It has been established that HPV-positive 
oropharyngeal squamous cell carcinoma respond better to concomitant radiochemotherapy 
with platinum based agents than HPV-negative oropharyngeal squamous cell carcinoma. 
This initiated the idea of de-intensification of the treatment in patients with HPV-positive 
tumors. The prerequisite is to maintain the curability rate achieved with standard dose 
radiotherapy (fractionated irradiation with total dose of 70 Gy) and platinum-based 
chemotherapy, whereas the aim is to reduce the treatment-related side effects. According to 
the research done so far, better results of HPV-positive oropharyngeal squamous cell 
carcinoma treatment are the consequence of higher sensitivity of HPV-positive tumors to 
radio(chemo)therapy. Molecular mechanisms of the higher sensitivity of HPV-positive 
oropharyngeal squamous cell carcinoma to radiotherapy are not entirely clear, but are 
probably based on impaired DNA damage repair. Preclinical research on the effects of 
radiotherapy on HPV-positive tumor models is scarce and preclinical research on the 
response of HPV-positive oropharyngeal squamous cell carcinoma tumor models to 
concomitant radiochemotherapy, which could lead to better treatment planning, is even 
scarcer.  
Aim and hypotheses: The aim of this study was to determine the possible decrease in 
irradiation dose in HPV-positive tumors without a negative influence on the antitumor effect. 
Our hypotheses were that the radiosensitivity of HPV-positive oropharyngeal squamous cell 
carcinoma in combination with cisplatin in vitro is higher than that of HPV-negative cells; 
that the radiosensitivity of HPV-positive tumor cells is higher because of impaired DNA 
damage repair mechanisms and lastly, that in HPV-positive tumor models the same level of 
cures, as in HPV-negative, can be reached with a lower irradiation dose in combination with 
cisplatin.  
Methods: In the in vitro part, we determined the response of HPV-positive and HPV-
negative cell line to radiotherapy, cisplatin and the combined treatment using clonogenic 
assay. We evaluated the difference in the levels of DNA damage and kinetics of DNA repair 
in HPV-positive and HPV-negative tumor cells in vitro, using genotoxicologic studies. We 
evaluated the levels of single and double-strand DNA breaks (using comet assay) and the 
formation of foci of phosphorylated histones γH2AX (which are located on the sites of 
double-strand DNA breaks) after irradiation, after cisplatin therapy and after the combined 
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treatment. We also monitored the presence of bystander effect after the irradiation or 
combined treatment in HPV-positive and HPV-negative tumor cells. Additionally, we 
analyzed the cell morphology after the combined treatment and evaluated the number of 
apoptotic and mitotic cells. We also determined the changes in the cell cycle progression after 
different therapies using flow cytometry. The same human tumor cell lines as in vitro were 
used for the induction of tumors on immunodeficient laboratory mice (SCID). We evaluated 
the response of both tumor models, first to radiotherapy and then to the combined treatment, 
using tumor growth delay assay. In the end, we determined the dose modifying factor of the 
irradiation dose in HPV-positive tumors after the combined treatment. 
Results: Both in vitro and in vivo results showed that HPV-positive cells and tumors are 
more sensitive to irradiation than HPV-negative cells and tumors. The treatment with low 
doses of cisplatin alone resulted in a comparable response in both cell lines. Potentiation of 
irradiation with cisplatin was also present in both cell lines. In the in vivo study, the addition 
of cisplatin to irradiation resulted in better potentiation in HPV-negative tumors, however, 
the overall response to the combined treatment was better in HPV-positive tumors. The dose 
modifying factor, which was evaluated by the comparison of the effectiveness of irradiation 
and the combined treatment according to the HPV-status of the tumor, was 1.3 for irradiation 
alone and 1.2 for the combined treatment. This means that HPV-positive tumors responded 
30% better to radiotherapy and 20% better to the combined treatment than HPV-negative 
tumors. Furthermore, HPV-positive cells exhibited higher levels of double-strand DNA 
breaks and slower DNA damage repair after irradiation alone or in combination with cisplatin 
(compared to HPV-negative cells). After the combined treatment, morphologic analysis 
showed higher levels of apoptotic HPV-positive cells and lower levels of mitotic HPV-
positive cells compared to HPV-negative cells. The analysis of the cell cycle showed arrest 
in G2/M phase of HPV-positive cells. Finally, bystander effect was observed only in HPV-
positive cells after the combined treatment. 
Conclusions: The results of the study confirmed that HPV-positive cells and tumors are more 
sensitive to radiotherapy and that addition of cisplatin leads to an additive effect irrespective 
of the HPV-status. The results led to the suggestion that the irradiation dose in the 
concomitant treatment of HPV-positive oropharyngeal squamous cell carcinoma could be 
decreased for 20% in order to achieve the same level of effectiveness as in HPV-negative 
tumors treated with standard doses of radiochemotherapy. The results of the in vitro study 
showed that higher sensitivity of HPV-positive oropharyngeal squamous cell carcinoma to 
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the described treatment is the consequence of higher levels of DNA damage, slower DNA 
damage repair, cell cycle arrest in G2/M phase and higher levels of apoptosis.  
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KRATICE IN OKRAJŠAVE 
 
2A3  celična linija ploščatoceličnega karcinoma žrela, ki izraža HPV-virusna 
proteina E6 in E7 
γH2AX  fosforilirana oblika histona H2AX 
CDDP  cisplatin (cis-diammindikloridoplatina(II)) 
CTRL  kontrola 
DAPI   4.6-diamidino-2-fenilindol-dihidroklorid  
DMF  faktor modifikacije doze (ang. dose modifying factor) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
E6  HPV-virusni protein E6 
E7  HPV-virusni protein E7 
ED50  doza, pri kateri je preživetje celic 50 % 
FaDu  celična linija ploščatoceličnega karcinoma žrela 
GD  zaostanek v rasti (ang. growth delay) 
Gy  Gray (enota za dozo obsevanja) 
HPV  humani virus papiloma 
IR  obsevanje (ang. ionizing radiation) 
p53  protein p53 
PBS  pufer za celice (ang. phosphate buffered saline) 
Rb  protein retinoblastom 
SCID  imunsko oslabljene miši (ang. severe combined immunodeficiency) 
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1 UVOD 
 
1.1 RAK 
Rak je bolezen, ki jo povzročajo številne spremembe v genomu celic. Znano je, da raka 
povzročajo mutacije onkogenov (mednje spadajo geni, ki sodelujejo pri rasti in proliferaciji 
celic ter preprečevanju apoptoze) ali tumor-zaviralnih genov (mednje spadajo geni, ki 
sodelujejo pri kontroli in zaustavitvi celičnega cikla, popravilu DNA, aktivaciji apoptoze, 
preprečevanju metastaziranja) (Croce, 2008; Hanahan in Weinberg, 2000; Sherr, 2004). 
Temeljna lastnost rakavih celic je prisotnost skupka okvar v nadzoru celične proliferacije in 
homeostaze, ki povzroči, da se celice neomejeno delijo in izmikajo nadzornim mehanizmom, 
tako znotrajceličnim, kot tudi zunanjim. Obstaja več kot 100 različnih tipov raka: v raziskavi 
pa se bomo osredotočili na ploščatocelični karcinom ustnega dela žrela (Hanahan in 
Weinberg, 2000). 
 
1.2 PLOŠČATOCELIČNI KARCINOM USTNEGA ŽRELA 
Ploščatocelični karcinom je najpogostejši histološki tip rakov glave in vratu. Vsi raki glave 
in vratu skupaj so 6. najpogostejša vrsta raka na svetu. Ploščatocelični karcinom ustnega žrela 
izvira iz celic sluznice, ki oblaga stene zgornjega dela prebavnega in dihalnega sistema 
(Marur, et al., 2010). 
Najpogosteje so bolniki s ploščatoceličnim karcinomom ustnega žrela moški bele rase. 
Etiološka dejavnika pri tem raku sta predvsem kajenje in prekomerna uporaba alkohola. V 
zadnjih letih je vzrok za nastanek te bolezni vedno pogosteje okužba s humanim virusom 
papiloma (HPV). Na splošno pojavnost karcinomov glave in vratu upada, kar je v skladu z 
nižanjem deleža prebivalcev, ki kadijo. Nasprotno pa incidenca HPV-pozitivnih karcinomov 
ustnega žrela raste in se pogosteje pojavlja pri mlajših (40-59 letnih) bolnikih (Marur et al., 
2010).  
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1.2.1 Zdravljenje ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela 
Standardno zdravljenje ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela je kirurška odstranitev in 
adjuvantna radioterapija z ali brez sočasne sistemske kemoterapije na osnovi platine 
(cisplatin, karboplatin). Druga možnost, ki v izbranih primerih omogoča boljšo ohranitev 
govora in požiralne funkcije, je sočasna radiokemoterapija na osnovi platine (Marur et al., 
2010) ali v kombinaciji z biološkim zdravilom cetuksimab (monoklonsko protitelo proti 
receptorju za epidermalni rastni dejavnik) (Kimple in Harari, 2014). V tem primeru je doza 
obsevanja višja (70 Gy), obsevanje pa enako kot v primeru adjuvantnega zdravljenja po 
predhodni operaciji frakcionirano (5 frakcij na teden, 2 Gy na frakcijo). 
 
1.2.1.1 Radioterapija 
Obsevanje oziroma radioterapija je eden izmed treh standardnih načinov zdravljenja rakavih 
obolenj. Lahko se uporablja kot samostojna terapija ali v kombinaciji z drugimi načini 
zdravljenja (kot na primer radiokemoterapija). Pri radioterapiji gre za ionizirajoče sevanje, 
ki celice usmrti preko poškodb molekule DNA. Te lahko nastanejo neposredno (z ionizacijo 
molekule DNA) ali posredno (prek prostih radikalov, ki nastanejo zaradi ionizacije drugih 
molekul v celici) (Hall in Giaccia, 2006). Poškodbe DNA so opazne kot eno- ali dvoverižni 
prelomi. Enoverižnih prelomov pri obsevanju nastane več, vendar se ti lahko popravijo, 
medtem ko je količina dvoverižnih prelomov manjša, popravilo pa težje. Zato so dvoverižni 
prelomi glavni vzrok za smrt celic, saj nepopravljene poškodbe DNA vodijo v apoptozo ali 
izgubo zmožnosti delitve (Hall in Giaccia, 2006). 
Poleg tega lahko obsevanje spodbudi tudi imunski sistem preko aktivacije citokinov in 
sproščanja tumorskih antigenov iz apoptotičnih oziroma nekrotičnih celic (Kamrava et al., 
2009). V zadnjem času pa se vse pogosteje opisuje pojav posredovanih učinkov sevanja (ang. 
bystander effect), pri katerem gre za pojav bioloških poškodb celic, ki niso neposredno 
obsevane, so pa v bližini obsevanih celic (Hall in Giaccia, 2006). Vzrok za to naj bi bilo 
signaliziranje obsevanih celic, med drugim s sproščanjem citokinov, reaktivnih kisikovih 
spojin in mikroveziklov. Mikrovezikli so zunajcelični fragmenti celične membrane, ki 
vsebujejo različne proteine, molekule RNA in druge dejavnike, ki v sosednjih celicah lahko 
vplivajo na različne signalne poti, tudi tiste, ki sodelujejo pri karcinogenezi ali aktivaciji 
imunskega odziva (Al-Mayah et al., 2012; Kumar Jella et al., 2014).  
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1.2.1.2 Kemoterapija 
Tudi kemoterapija sodi med standardne načine zdravljenja rakavih obolenj. Običajno po 
izpostavitvi kemoterapevtiku celice umrejo šele ob delitvi, torej kemoterapevtiki učinkovito 
delujejo le pri hitro delečih rakavih celicah. Obstajajo različni kemoterapevtiki, ki na različne 
načine učinkujejo na podvojevanje oziroma delovanje DNA. Najpogostejše skupine so: 
alkilirajoči citostatiki, antimetaboliti, zaviralci topoizomeraze ter citostatiki, ki delujejo na 
mikrotubule (Hall in Giaccia, 2006; Strojan in Hočevar, 2018) 
Alkilirajoči citostatiki so visoko reaktivne spojine, ki na mnogih organskih molekulah lahko 
zamenjajo vodikove atome za alkilne skupine in tako tvorijo kovalentne vezi z molekulo 
DNA. Posledica tega je, da pride do napak ali ustavitve podvojevanja DNA. Med alkilirajoče 
citostatike spada cisplatin (Hall in Giaccia, 2006; Rozencweig, et al., 1977; Strojan in 
Hočevar, 2018).  
Antimetaboliti so analogi osnovnih gradnikov molekul DNA ali RNA oziroma spojin, ki so 
potrebne za sintezo nukleinskih kislin. Mednje spadajo analogi pirimidinskih baz, purinskih 
baz in folne kisline. S tem, da so ti analogi prisotni v celici pride do motenj oziroma ustavitve 
sinteze nukleinskih kislin (Strojan in Hočevar, 2018). 
Zaviralci topoizomeraz preprečujejo delovanje topoizomeraz, ki sodelujejo pri spreminjanju 
trodimenzionalne oblike vijačnice DNA. Zaviranje delovanja topoizomeraz povzroči motnje 
v podvojevanju in dvovijačne prelome DNA (Strojan in Hočevar, 2018). 
Citostatiki, ki delujejo na mikrotubule, preprečujejo oblikovanje delitvenega vretena in s tem 
preprečijo podvojevanje celic. Mednje spadajo taksani, ki delujejo preko stabilizacije 
mikrotubulov ter vinka alkoloidi, ki se vežejo na tubulin in preprečijo njegovo polimerizacijo 
v mikrotubule (Strojan in Hočevar, 2018). 
Cisplatin in nekateri drugi kemoterapevtiki se lahko v kombinaciji z obsevanjem uporabljajo 
tudi kot snovi, ki povečajo občutljivost celic na radioterapijo (radiosenzitizatorji). Cilj 
radiosenzibilizacije je povečanje učinka obsevanja na tumorske celice brez povečanja učinka 
na normalno tkivo (Hall in Giaccia, 2006). Cisplatin naj bi k učinkovitejšemu ubijanju 
tumorskih celic prispeval preko večih mehanizmov, med katerimi so: povečana tvorba 
toksičnih intermediatov platine v prisotnosti prostih radikalov, ki nastanejo ob ionizirajočem 
sevanju; s sevanjem povzročeno povečanje privzema platine v celice, zaviranje popravila 
DNA ter zaustavitev celičnega cikla (Lawrence et al., 2003). 
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1.3 HUMANI VIRUS PAPILOMA 
HPV je dvovijačni DNA virus (velikosti okoli 7900 baznih parov, odvisno od tipa) (Münger 
et al., 2004). Njihov genom sestavljajo tri večje regije: nekodirajoča dolga kontrolna regija, 
zgodnji geni (E) in pozni geni (L) (slika 1). Njihov življenjski cikel je vezan na stopnjo 
diferenciacije gostiteljske celice. Pomnožujejo se v diferencirajočih keratinocitih, ki so 
običajno že umaknjeni iz celičnega cikla. Ker za lastno pomnoževanje potrebujejo 
mehanizme, ki sodelujejo pri podvojevanju DNA gostiteljskih celic, sprožijo napredovanje 
njihovega celičnega cikla (Münger et al., 2004). Harald Zur Hausen je v osemdesetih letih 
20. stoletja odkril, da so nekateri tipi virusa HPV sposobni karcinogeneze in je za to odkritje 
leta 2008 prejel Nobelovo nagrado (Dürst et al., 1983; Vozenin et al., 2010). Obstaja več kot 
200 različnih tipov virusa HPV, ki se delijo na tipe z visoko in z nizko stopnjo tveganja za 
povzročitev rakavih sprememb (Münger et al., 2004). V prvo skupino spadajo predvsem tipi 
HPV 16 in 18 pa tudi 31, 33 in 35. Tipi virusa HPV, ki spadajo v skupino z visoko stopnjo 
tveganja za povzročitev rakavih sprememb, izražajo onkoproteina E6 in E7, ki na različne 
načine vplivata na celični cikel in s tem, med drugim, podaljšata življenjsko dobo celice 
oziroma povzročita njeno nesmrtnost, hkrati pa povzročata tudi gensko nestabilnost (Münger 
et al., 1989, 2004; Scheffner et al., 1990).  
 
 
Slika 1: Genom virusa HPV. Prikazani so zgodnji (E) in pozni (L) geni ter dolga kontrolna 
regija (LCR). 
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Protein E7 je pomemben za sprožitev napredovanja celičnega cikla gostiteljske celice. To 
naredi tako, da fosforilira protein retinoblastom (Rb) in se hkrati veže nanj ter sproži njegovo 
razgradnjo v proteasomu. Fosforiliran protein Rb je neaktiven, kar sproži aktivacijo 
prepisovalnega dejavnika E2F, s tem vstop gostiteljske celice v fazo S in njeno proliferacijo 
(Münger et al., 1989). Ker protein E7 zmoti potek celičnega cikla, se v celici sprožijo odzivi 
na stres in sproži programirana celična smrt – apoptoza. Zato je virus HPV razvil tudi protein 
E6, ki zavira te odzive tako, da rekrutira ligazo, ki sproži razgradnjo proteina p53 (sodeluje 
pri sprožitvi apoptoze). Hkrati se E6 veže na p53 in blokira njegovo aktivnost pri 
prepisovanju apoptotskih genov (Scheffner et al., 1990). 
Proteina E6 in E7 povzročata tudi nekatere druge nepravilnosti gostiteljskih celic, na primer 
tripolarne mitoze, ki jih povzroči protein E7 pri HPV tipa 16 tako, da zmoti kontrolo 
podvojevanja centrosomov s tem, da nastane več centriolov (t.i. multiplikacija centrosomov). 
Pogosto zaradi tega nastanejo aneuploidne hčerinske celice (Korzeniewski et al., 2011). 
Poleg tega protein E6 tudi aktivira telomeraze in s tem povzroči nesmrtnost celice (Oh et al., 
2001). Nadalje, onkoproteini virusa HPV povzročajo poškodbe DNA, izgubo ali dodaten 
dedni material na različnih kromosomih ter anafazne mostove. Povečano izražanje S-faznih 
ciklinov naj bi povzročala napake pri podvojevanju DNA in kromosomsko nestabilnost. 
Proteina E7 in E6 pri HPV tipa 16 naj bi zavirala tudi različne proteine, ki sodelujejo pri 
popravljanju poškodb DNA (Chen, 2010).  
Virusi HPV z visoko stopnjo tveganja za povzročitev rakavih sprememb torej predvsem s 
pomočjo proteinov E6 in E7 na več različnih načinov povzročajo gensko nestabilnost in 
spremembe v celičnem ciklu gostiteljske celice. 
 
1.4 HPV PRI PLOŠČATOCELIČNEM KARCINOMU USTNEGA ŽRELA 
HPV je znan vzrok za mnoga rakava obolenja, najpogosteje za raka materničnega vratu, 
hkrati pa tudi za nekatere ploščatocelične karcinome glave in vratu, med katerimi so 
prevladujoči ploščatocelični karcinomi ustnega žrela. Na splošno naj bi bilo HPV-pozitivnih 
vsaj 5 % vseh rakov na svetu (Vozenin et al., 2010). V ZDA je trenutno 40–80 % vseh 
ploščatoceličnih karcinomov ustnega žrela posledica okužbe s HPV (Marur et al., 2010), 
medtem ko v Evropi ta delež variira od manj kot 20 % v državah s tradicionalno visoko 
porabo tobaka do 90 % na Švedskem, kjer je poraba tobaka manjša (Licitra et al., 2008; 
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Strojan et al., 2015). V osrednji Sloveniji je imelo med bolniki s ploščatoceličnim 
karcinomom ustnega žrela, diagnosticiranih med letoma 2007 in 2008, 20,2 % HPV-
pozitivne tumorje (Strojan et al., 2015).  
S HPV povezan ploščatocelični karcinom ustnega žrela je opredeljen kot samostojna klinična 
entiteta, saj se v mnogih lastnostih razlikuje od HPV-negativnih, s kajenjem in alkoholom 
povzročenih karcinomov ustnega žrela. Razlike so prisotne na molekularnem nivoju: tako na 
primer so pri HPV-pozitivnih tumorjih opazili manjšo pogostnost mutacije tumor-
zaviralnega proteina p53 (Perrone et al., 2006). 
Poleg tega so novoodkriti HPV-pozitivni primarni tumorji običajno manjši (nižjega stadija 
T) in z obsežnimi, pogosto cističnimi zasevki v področnih bezgavkah na vratu (napredovalim 
stadijem N) (Gillison, 2004). Tudi v demografskih značilnostih se HPV-pozitivni tumorji 
razlikujejo od HPV-negativnih, in sicer so bolniki s HPV-pozitivnim ploščatoceličnim 
karcinomom ustnega žrela mlajši in manj verjetno kadilci oziroma uživalci prekomernih 
količin alkoholnih pijač kot bolniki s HPV-negativnim ploščatoceličnim karcinomom 
ustnega žrela (Ang in Sturgis, 2012; Benson et al., 2014). Pomembna je tudi razlika v spolnih 
navadah med bolniki s HPV-pozitivnim in HPV-negativnim ploščatoceličnim karcinomom 
ustnega žrela, saj so pri bolnikih s HPV-pozitivnim karcinomom bolj pogosti oralni spolni 
odnosi preko katerih tudi pride do okužbe s HPV (Marur et al., 2010). 
Dokazano je bilo, da je pri bolnikih s HPV-pozitivnim ploščatoceličnim karcinomom ustnega 
žrela stopnja lokoregionalne ponovitve bolezni nižja in verjetnost preživetja večja kot pri 
bolnikih s HPV-negativnimi tumorji. Prisotnost virusa HPV v tumorskih celicah je tako 
najmočnejši neodvisni dejavnik za napoved preživetja bolnikov, ki so zdravljeni s sočasno 
radiokemoterapijo s preparati na osnovi platine, kar omogoča dokaj zanesljivo delitev 
bolnikov v prognostične skupine (Ang et al., 2010; O’Sullivan et al., 2013). Rezultati meta 
analize petih randomiziranih kliničnih raziskav faze III in z retrogradno določenim HPV 
statusom tumorjev (Masterson et al., 2014) kažejo statistično pomembno znižanje tveganja 
za ponovitev bolezni (razmerje obetov [RO] 0,43; 95% interval zaupanja [IZ] 0,17-1,11) in 
za smrt (RO 0,49; 95% IZ 0,35-0,69) pri bolnikih s HPV-pozitivnim ploščatoceličnim 
karcinomom ustnega žrela v primerjavi z bolniki s HPV-negativnim tumorjem.  
Do sedaj opravljene raziskave kažejo, da je vzrok za ugodnejše rezultate zdravljenja HPV-
pozitivnih ploščatoceličnih karcinomov ustnega žrela njihova povečana občutljivost na 
ionizirajoče sevanje (radioterapijo) in nekatere sistemske kemoterapevtike (cisplatin, 
Ajda Prevc (2018). Prilagoditev doze obsevalne terapije pri humanem ploščatoceličnem karcinomu 
ustnega žrela okuženim s humanim virusom papiloma in vitro in in vivo. 
 
7 
karboplatin, fluorouracil), ki se uporabljajo za zdravljenje teh tumorjev (Ang et al., 2010; 
Kimple et al., 2013; Worden et al., 2008). K boljšim rezultatom zdravljenja (tudi kirurškega) 
prispevajo tudi razlike v kliničnem profilu med bolniki s HPV-pozitivnim in HPV-
negativnim ploščatoceličnim karcinomom ustnega žrela, ki pri prvih omogočajo 
intenzivnejše zdravljenje in redkeje vodijo do nastanka novih primarnih rakov, povezanih z 
nezdravim načinom življenja. 
Za ugotavljanje prisotnosti HPV v celicah karcinomov ustnega žrela se uporablja več metod. 
Najpogostejše so: in situ hibridizacija, kjer se z označeno komplementarno DNA lokalizira 
HPV DNA v tkivu; imunohistokemično barvanje proteina p16, ki služi kot nadomestni 
marker za prepoznavo okužbe s HPV, saj protein E7 s svojim delovanjem povzroča povečano 
izražanje proteina p16; ter metode na osnovi verižne reakcije s polimerazo (PCR), s katero 
se zazna določen odsek DNA (na primer genom virusa HPV). Pogosto pa se za ugotavljanje 
prisotnosti HPV uporabi kombinacijo metod, saj je pomembno razlikovanje med klinično 
relevantno okužbo s prepisovalno aktivnim HPV in klinično nerelevantno okužbo s 
prepisovalno neaktivnim HPV (Benson et al., 2014; Marur et al., 2010). 
 
1.4.1 Mehanizmi večje občutljivosti HPV-pozitivnih ploščatoceličnih karcinomov 
ustnega žrela na terapijo 
Mehanizmi povečane občutljivosti HPV-pozitivnih ploščatoceličnih karcinomov ustnega 
žrela na terapijo niso popolnoma jasni, verjetno pa na to vpliva več dejavnikov (Benson et 
al., 2014; Marur et al., 2010; Spanos et al., 2009). Že zgodaj so opazili povečano občutljivost 
HPV-pozitivnih ploščatoceličnih karcinomov ustnega žrela na radioterapijo, hkrati pa je bil 
pri HPV-pozitivnih ploščatoceličnih karcinomih ustnega žrela prisoten višji delež popolnih 
in delnih odgovorov na indukcijsko kemoterapijo in kemoradioterapijo (Fakhry et al., 2008). 
Domnevajo, da obstajata dva glavna mehanizma, ki naj bi bila odgovorna za povečan odziv 
HPV-pozitivnih ploščatoceličnih karcinomov ustnega žrela na terapijo. Prvi mehanizem je, 
da virusna proteina E6 in E7 posegata v normalno delovanje celičnega cikla, kar vodi v 
povečano znotrajcelično občutljivost na radioterapijo in nekatere kemoterapevtike. Drugi 
mehanizem pa je povezan z imunskim odzivom, in sicer naj bi prisotnost virusnih proteinov 
E6 in E7 povečala imunogenost tumorskih celic (Vu et al., 2010). 
Začetne študije o raziskovanju mehanizmov povečane občutljivosti na radioterapijo HPV 
pozitivnih tumorjev (predvsem na modelu karcinoma materničnega vratu) so se osredotočale 
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predvsem na onkogena E6 in E7 proteina, katerih delovanje na gostiteljske celice je opisano 
zgoraj.  
Nestabilnost napredovanja celice v celičnem ciklu naj bi bila dovolj za povečano občutljivost 
na radioterapijo. Vendar pa obstajajo tudi druge raziskave v zvezi z občutljivostjo HPV-
pozitivnih celičnih linij na ionizirajoče sevanje, kjer so ugotovili, da virusna proteina E6 in 
E7 povečata občutljivost tumorskih celic na obsevanje. V podporo osnovi hipotezi, da so 
HPV-pozitivne celične linije ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela v primerjavi s HPV-
negativnimi bolj občutljive na ionizirajoče sevanje, so Kimple in sodelavci (Kimple et al., 
2013) določali izražanje genov in dokazali, da se pri HPV-pozitivnih tumorjih 24 ur po 
obsevanju aktivirajo številni geni, povezani s proteinom p53. Ti geni bi lahko bili odgovorni 
za povečano občutljivost HPV-pozitivnih celičnih linij na obsevanje. Eden izmed možnih 
vzrokov za povečano občutljivost na radioterapijo in izbrane sistemske terapevtike na osnovi 
platine bi lahko bile tudi somatske aberacije genov, ki sodelujejo pri popravilu DNA (na 
primer: BRCA1/2, ATM) in se pojavljajo pri HPV-pozitivnih ploščatoceličnih karcinomih 
ustnega žrela (Seiwert et al., 2015) ne pa tudi pri HPV-negativnih. 
Tudi nekatere druge študije podpirajo ugotovitev, da je občutljivost HPV-pozitivnih tumorjev 
s povečanim izražanjem p16 na obsevanje posledica znotrajceličnih mehanizmov. Rieckman 
in sodelavci (Rieckmann et al., 2013) so pokazali, da so te linije bolj občutljive zaradi 
povečanega števila nepopravljenih dvoverižnih prelomov DNA. Poročali so, da povečano 
izražanje p16 povzroča zmanjšano aktivnost ciklina D1, kar posredno prepreči aktivacijo 
proteinov RAD51, ki sodelujejo pri popravilu DNA. Zaradi tega ne pride do aktivacije 
popravljalnega mehanizma, imenovanega homologna rekombinacija (HR). Skladno s temi 
ugotovitvami so z imunohistološkim barvanjem vzorcev tumorjev ugotovili tudi obratno 
korelacijo med izraženostjo proteina p16 in ciklina D1 (Rieckmann et al., 2013). 
Nasprotno pa so Nagel in sodelavci (Nagel et al., 2013) opazili zmanjšan odziv HPV-
pozitivnih celičnih linij na terapijo s cisplatinom. Odziv na radioterapijo in na terapijo s 
cetuksimabom pa je bil enak kot pri HPV-negativnih linijah. Zaključili so, da znotrajcelični 
odziv na sistemsko terapijo ni nujno vzrok za ugodno prognozo bolnikov s HPV-pozitivnimi 
tumorji. 
Zato se je razvila alternativna hipoteza, ki pravi da je vzrok za povečano občutljivost HPV-
pozitivnih ploščatoceličnih karcinomov ustnega žrela imunski odziv na virusne antigene. 
Mellin in sodelavci (Mellin et al., 2002) so ugotovili, da je ob večjem bremenu virusa (t.i. 
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»viral load«) prisotna nižja verjetnost za ponovitev bolezni ter višja stopnja preživetja 
bolnikov. Predlagali so, da bi bil lahko boljši izid zdravljenja posledica boljšega imunskega 
odziva na tumor, ki ga povzroči večje breme virusa. 
Po drugi strani pa je bilo dokazano, da lahko HPV zatre lokalni imunski odziv preko izražanja 
virusnega proteina E7 in zmanjšanja aktivnosti citokina interferon γ, celic T pomagalk in 
citotoksičnih celic T. Albers in sodelavci (Albers et al., 2005) so ugotovili, da se v tumorsko 
mikrookolje sproščajo zaviralni citokini (transformirajoči rastni dejavnik β1, interlevkin 10), 
ki omejujejo imunski odziv v okolici tumorja. Tako so Spanos in sodelavci (Spanos et al., 
2009) pri HPV-pozitivnih celičnih linijah opazili slabši odziv na obsevanje in cisplatin kot 
pri HPV-negativnih linijah. Nasprotno pa so v poskusu in vivo opazili, da je ta odnos obraten. 
Prenos divjega tipa imunskih celic v imunsko oslabljene miši je obnovil občutljivost HPV-
pozitivnih tumorjev na cisplatin. 
Tudi obsevanje samo lahko pripomore k povečanju imunskega odziva. Obsevanje tumorskih 
celic naj bi s povzročitvijo nekroze (ti. imunogena celična smrt) povečalo količino virusnih 
antigenov, sproščenih iz celic v okolico (Hallahan et al., 1989). S tem naj bi se aktivirali pro-
vnetni receptorji toll-like (TLR), prišlo naj bi do sprememb v mikrookolju, ki povzročijo bolj 
ugodne pogoje za infiltracijo imunskih celic (Apetoh et al., 2007, 2008). Poleg tega naj bi 
radioterapija zmanjšala sproščanje zaviralnih citokinov in povečala sproščanje vnetnih 
citokinov ter izražanje molekul MHC II na površini dendritičnih celic, s tem pa izzvala 
sistemski učinek na oddaljene, neobsevane tumorje (metastaze) (t. i. abskopalni učinek). 
Slednje pri ploščatoceličnih karcinomih ustnega žrela sicer še ni bilo dokazano, vendar lahko 
predvidevamo, da lahko ta učinek pričakujemo tudi pri tej vrsti tumorjev (Postow et al., 
2012). Ker so posredovani učinki sevanja pri različnih celicah različno poudarjeni, bi tudi to 
lahko pripomoglo k povečani občutljivosti HPV-pozitivnih celic na obsevanje (Kumar Jella 
et al., 2014; Prevc et al., 2016).  
Še en vzrok za večjo občutljivost HPV-pozitivnih ploščatoceličnih karcinomov ustnega žrela 
bi lahko bila razlika v deležu hipoksičnih področij znotraj tumorja med HPV-pozitivnimi in 
HPV-negativnimi ploščatoceličnimi karcinomi ustnega žrela po terapiji. Sørensen in 
sodelavci (Sørensen et al., 2014) so namreč ugotovili, da se delež hipoksičnih predelov v 
tumorju pri HPV-pozitivnih ksenograftih po obsevanju sčasoma zmanjša, medtem ko ta delež 
pri HPV-negativnih ksenograftih ostane nespremenjen. 
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Zaključimo lahko, da verjetno obstaja več mehanizmov, ki so odgovorni za povečano 
občutljivost HPV-pozitivnih ploščatoceličnih karcinomov ustnega žrela na terapijo. Vsi 
seveda niso še popolnoma pojasnjeni, kar velja tudi za kombinacijo obsevanja in 
kemoterapije na osnovi platine. 
Poleg tega so predklinične študije mehanizmov delovanja radioterapije na HPV-pozitivnih 
tumorskih modelih redke. Odziv HPV-pozitivnih tumorskih modelov na kombinacijo 
obsevanja in kemoterapije na osnovi platine je še posebej slabo raziskan. Zaradi razširjenosti 
te vrste zdravljenja bi bilo potrebno tudi v tem primeru natančneje ovrednotiti mehanizme 
delovanja pri HPV-pozitivnih tumorskih celicah, kar bi pomembno prispevalo k boljšemu 
načrtovanju zdravljenja (Blitzer et al., 2014; Kimple in Harari, 2014). 
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
2.1 NAMEN  
V raziskavi in vitro na HPV-pozitivni oziroma HPV-negativni tumorski celični liniji 
ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela in raziskavi in vivo na HPV-pozitivnem in HPV-
negativnem živalskem tumorskem modelu nameravamo ugotoviti, za koliko lahko pri HPV-
pozitivnih tumorjih (v primerjavi s HPV-negativnimi tumorji) zmanjšamo dozo obsevanja, 
ne da bi s tem zmanjšali učinek zdravljenja. Ugotoviti želimo molekularne mehanizme, ki 
prispevajo k povečani občutljivosti HPV pozitivnih ploščatoceličnih karcinomih ustnega 
žrela na obsevalno terapijo ob sočasni terapiji s cisplatinom. 
 
2.2 HIPOTEZE  
1. V kombinaciji s cisplatinom je radiosenzitivnost HPV-pozitivnih tumorskih celic 
ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela in vitro večja od radiosenzitivnosti HPV-
negativnih tumorskih celic ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela. 
2. Radiosenzitivnost HPV-pozitivnih tumorskih celic je večja zaradi zmanjšanega 
delovanja popravljalnih mehanizmov DNA. 
3. Pri HPV-pozitivnih mišjih tumorskih modelih ploščatoceličnega karcinoma ustnega 
žrela se lahko enak delež ozdravitve kot pri HPV-negativnih mišjih tumorskih 
modelih doseže z nižjo dozo obsevanja ob sočasni terapiji s cisplatinom. 
 
2.3 SPECIFIČNI CILJI 
1. Primerjava stopnje občutljivosti HPV-pozitivne (2A3) in HPV-negativne (FaDu) 
tumorske celične linije na obsevanje, terapijo s ciplatinom in kombinacijo obeh. 
2. Ovrednotenje razlike v deležu in v časovni dinamiki popravila poškodb DNA med 
HPV-pozitivno in HPV-negativno tumorsko celično linijo in vitro s pomočjo 
genotoksikoloških metod ter ovrednotenje razlik v intenziteti pojava posredovanega 
učinka sevanja pri HPV-pozitivni in HPV-negativni tumorski celični liniji po 
obsevanju, terapiji s ciplatinom in kombinaciji obeh. 
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3. Ugotavljanje stopnje radiosenzitivnosti HPV-pozitivnih in HPV-negativnih tumorjev 
po obsevanju in ob sočasni terapiji s cisplatinom in vivo na imunsko oslabljenih miših 
(SCID). Določanje faktorja modificiranja doze obsevanja ob sočasni terapiji s 
cisplatinom pri HPV-pozitivnih tumorjih za dosego enakega učinka zdravljenja. 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 CELIČNI LINIJI, TUMORSKI MODEL 
 
3.1.1 Celični liniji  
Tumorski celični liniji FaDu in 2A3 smo gojili na 37 °C v vlažnem okolju s 5 % CO2. Celična 
linija FaDu (HPV-negativna linija ploščatoceličnega karcinoma žrela; American Type 
Culture Collection, ZDA) je bila gojena v gojišču RPMI 1460 (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA). Celična linija 2A3 (linija FaDu, ki izraža HPV-virusna proteina E6 in E7; darilo prof. 
Dadachove (Harris et al., 2011)) je bila gojena v gojišču Dulbecco's Minimum Essential 
(Thermo Fisher Scientific), kateremu je bila kot selekcijski dejavnik dodana raztopina G418 
v koncentraciji 1 mg/ml (Sigma-Aldrich). Obe gojišči sta bili oplemeniteni s 5 % zarodnim 
govejim serumom (Thermo Fisher Scientific), 10 mM/l L-glutaminom (Thermo Fisher 
Scientific), 100 U/ml penicilinom (Grünenthal, Nemčija) in 50 mg/ml gentamicinom (Krka, 
Slovenija). 
 
3.1.2 Živalski modeli  
Imunsko oslabljene miši SCID (C.B-17/IcrHsd-Prkdcscid, Envigo, Italija) so bile nastanjene 
pri stalni sobni temperaturi in vlagi ter standardnih SPF (specifičnih patogenov prostih) 
živalskih kolonijah z 12-urnim dnevno-nočnim ciklom. Hrana in voda ste bili na razpolago 
ad libitum. Raziskave so potekale v skladu z dovoljenjem Ministrstva za kmetijstvo, 
gozdarstvo in hrano Republike Slovenije (številka dovoljenja: U34401-1/2015/7). Pri 
ravnanju z živalmi smo se držali načela 3R. Za poskuse smo uporabili 6-8 tedenske miši.  
 
3.2 POSKUSI IN VITRO 
 
3.2.1 Izpostavitev celic cisplatinu  
Pri preverjanju občutljivosti tumorskih celic na cisplatin (Platinol, Bristol Myers Squibb, 
Avstrija) smo pripravili različne koncentracije suspenzije cisplatina (0,05; 0,1; 0,15; 0,2 in 
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0,3 μg/ml) in posamezno koncentracijo za 4 ure dodali v posamezno gojišče s celicami. Pri 
preverjanju občutljivosti tumorskih celic na obsevanje ob sočasni terapiji s cisplatinom smo 
uporabili konstantno koncentracijo cisplatina (končna koncentracija v gojišču je bila 0,1 
μg/ml), ki smo ga dodali 4 ure pred obsevanjem. Po 4-urni izpostavitvi cisplatinu smo gojišče 
s cisplatinom odstranili in dodali sveže gojišče. 
 
3.2.2 Obsevanje celičnih linij  
Za ugotavljanje občutljivosti tumorskih celic na obsevanje (ob sočasni terapiji s cisplatinom) 
smo te obsevali z dozami 0, 1, 3 in 5 Gy s hitrostjo doze 1 Gy/min. Uporabili smo obsevalno 
napravo Gulmay Medical 3300 therapy system s filtrom iz bakra debeline 0,55 mm in 
aluminija debeline 1,8 mm. Na obsevalno napravo je bil nameščen tubus velikosti 15 × 15 
cm (slika 2). 
 
 
Slika 2: Obsevanje celičnih kultur 
 
3.2.3 Test klonogenosti  
24 ur pred različnimi terapijami smo na petrijevke s premerom 6 cm nasadili določeno število 
tumorskih celic (pri netretiranih skupinah in skupinah, obsevanih z 1 Gy, je bilo nasajenih 
300 celic; pri skupinah, izpostavljenih različnim koncentracijam cisplatina, obsevanim s 3 
Gy in tretiranih s kombinacijo obsevanja z 1 Gy in cisplatina smo nasadili 400 celic; pri 
skupinah, obsevanih s 5 Gy, smo nasadili 800 celic. Pri skupinah, tretiranih s kombinacijo 
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obsevanja s 3 Gy in cisplatina smo nasadili 600 celic FaDu in 800 celic 2A3, pri skupinah 
tretiranih s kombinacijo obsevanja s 5 Gy pa smo nasadili 1000 celic FaDu in 1200 celic 
2A3). Po terapiji smo jih gojili v ustreznih gojiščih pod standardnimi pogoji za gojenje 
celičnih kultur. Po določenem času, ko so preživele celice tvorile kolonije (v koloniji mora 
biti vsaj 50 celic), kar je bilo za FaDu 9 dni in 14 dni za 2A3, smo kolonije pobarvali z 
barvilom kristal vijolično (Sigma-Aldrich) in jih prešteli ter izračunali delež preživelih celic 
tako da smo izračunali razmerje med številom kolonij po terapiji in številom kolonij pri 
kontrolnih, netretiranih skupinah (Franken et al., 2006). 
 
3.2.4 Ugotavljanje poškodb DNA in njihovega popravila 
Količino poškodb DNA na celičnih linijah po terapijah smo ugotavljali s pomočjo kometnega 
testa, ki pokaže dvoverižne in enoverižne prelome DNA ter testa tvorbe žarišč fosforiliranih 
histonov γH2AX (test γH2AX), ki pokaže le dvoverižne prelome DNA. Oba testa smo 
naredili v več časovnih točkah po terapiji, kar je omogočilo opazovanje hitrosti popravila 
poškodb DNA. 
 
3.2.4.1 Kometni test  
Po terapiji smo tumorske celice lizirali in jedra postavili v električno polje, kjer DNA zaradi 
negativne nabitosti potuje in se pri jedrih s poškodovano DNA pojavijo repi (kometi). 
Preparate smo po tem shranili na 4 °C do nadaljnje obdelave. Pred obdelavo jeder smo ta 
pobarvali z reagentom etidijev bromid, ki se veže na DNA. Z računalniškim programom 
Comet Assay IV (Instem, Velika Britanija) smo določili delež poškodb DNA z 
ovrednotenjem deleža DNA v repu kometov. Kot pozitivno kontrolo, s katero preverimo, ali 
je postopek priprave celic za obdelavo potekal brez motenj, smo uporabili terbutil 
hidroperoksid (Zegura and Filipic, 2006). Test smo za opredelitev kinetike popravila poškodb 
opravili v treh časovnih točkah po terapiji in sicer takoj, pol ure in eno uro po terapiji. 
 
3.2.4.2 Test tvorbe žarišč fosforiliranih histonov γH2AX 
Po terapiji smo tumorske celice pobrali iz petrijevk centrifugirali in fiksirali v etanolu ter 
spravili na -20 ºC do nadaljnje priprave. Za označevanje žarišč γH2AX smo vzorce 
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resuspendirali v pufru PBS (ang. phosphate buffered saline), centrifugirali in 30 minut 
inkubirali s specifičnimi protitelesi proti fosforilirani obliki histona H2AX (γH2AX), ki so 
označena s fluoroforom FITC (H2A.X (Ser 139) (Merck, Nemčija)). Žarišča γH2AX smo 
spremljali s pomočjo pretočnega citometra FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences 
PharmingenTM, ZDA). V vsakem vzorcu je bilo zabeleženih 104 celic. Podatke jakosti FITC 
vsake posamezne celice v vzorcu ter jakost FL1-H smo dobili s pomočjo programske opreme 
CellQuest Pro (BD Biosciences), ter z njihovo pomočjo določili delež dvoverižnih prelomov 
DNA (Štraser et al., 2013). Test smo za opredelitev kinetike popravila poškodb opravili v 
štirih časovnih točkah po terapiji in sicer pol ure, eno uro, dve uri ter 24 ur po terapiji. 
Za pridobitev mikroskopskih slik žarišč γH2AX smo uporabili metodo imunocitokemičnega 
barvanja. Celice smo nasadili na ploščo s šestimi vdolbinami na dno katerih so bila položena 
krovna stekelca. Po 24 urni inkubaciji smo jih obsevali z dozo 5 Gy. V različnih časovnih 
točkah po obsevanju (2 uri in 24 ur), smo celice 20 minut fiksirali v mešanici 4% 
paraformaldehida in 0.1 % Tritona X-114, jih trikrat sprali v PBS, 15 minut permeabilizirali 
v mešanici 0.5% Tritona in PBS, spet trikrat sprali s PBS in po tem blokirali v 5 % BSA 
(goveji serumski albumin). Krovna stekelca smo nato preko noči inkubirali z mišjimi 
monoklonskimi protitelesi anti-gamma H2A.X (phospho S139) [9F3] (ab26350, Abcam, 
USA) razredčenimi v mešanici 5 % BSA in 0.1 % Triton X-114 pri 4 °C. Sledilo je 5-kratno 
spiranje s PBS ter eno-urna inkubacija v sekundarnih oslovskih protitelesih proti mišjim IgG 
H&L (Alexa Fluor 488) (ab150105, Abcam) razredčenih v 0.1 % Triton X-114 na sobni 
temperaturi. Po treh spiranjih s PBS in enem z destilirano vodo smo krovna stekelca postavili 
na objektna stekelca z barvilom DAPI, ki obarva jedra. Preparate smo pregledali s pomočjo 
fluorescenčnega mikroskopa Olympus BX-51 s kamero DP72 (Olympus) in filtrom U-
MWIB (Olympus) za žarišča γH2AX in filtrom U-MWU2 (Olympus) za jedra, obarvana z 
DAPI pri 100× povečavi. 
 
3.2.5 Metoda za ugotavljanje posredovanih učinkov sevanja  
Posredovane učinke sevanja smo ugotavljali na osnovi principa metode menjave gojišča 
(Mothersill in Seymour, 1997), ki smo jo prilagodili (Prevc et al., 2016) (slika 3). Dve uri po 
obsevanju smo zbrali gojišče obsevanih tumorskih celic. Neobsevane celice, ki so bile pred 
tem 24 ur inkubirane na mikrotitrski plošči (2 × 104 v 100 μm na vdolbinico), smo za 24 ur 
izpostavili 100 μl gojišča obsevanih celic. Po tem smo za 1 uro dodali 10 μl reagenta Presto 
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Blue na vdolbinico. Viabilnost celic smo izmerili tako, da smo s čitalcem mikrotitrskih plošč 
(Tecan, Švica) pomerili fluorescenco.  
S pretočno citometrijo smo pomerili tudi količino mikroveziklov v gojišču obsevanih 
tumorskih celic. Najprej smo iz gojišča s pomočjo centrifugiranja izločili celice, mrtve celice 
in debrij (najprej na 300 × g 10 minut, potem na 500 × g 10 minut in nazadnje na 1000 × g 
20 minut) (Bobrie et al., 2011; Colombo et al, 2014). 
Podatke smo zajeli in obdelali s pretočnim citometrom FACSCanto 10c flow cytometer (BD 
Biosciences) s 488-nm laserjem z visoko napetostjo (20 mW). Prisotnost delcev smo določili 
s pomočjo parametrov FSC/SSC (filtri 488/10), ki so bili nastavljeni na logaritmično skalo. 
Mejna vrednost FS je bila nastavljena na to 400 in SS na 200. Zabeležili smo vsaj 20000 
dogodkov v vsakem vzorcu. Za določitev količine mikroveziklov v vzorcih smo uporabili 
kalibracijske kroglice (Flow-Count Fluorospheres, Beckmann Coulter) velikosti 10 μm in 
znane koncentracije (1 × 106 kroglic/ml). Rezultate smo predstavili kot razmerje med 
številom dogodkov, ustrezajočim mikroveziklom, in številom dogodkov, ustrezajočim 
umeritvenim kroglicam. 
 
Slika 3: Shema metode menjave gojišča, ki je bila uporabljena v naši raziskavi za 
ugotavljanje posredovanih učinkov sevanja 
 
3.2.6 Morfološka analiza 
Za morfološko analizo smo celice tripsinizirali 24 ali 72 ur po obsevanju pred katerim so bile 
celice izpostavljene cisplatinu. Celice smo resuspendirali v celičnem gojišču in iz vsakega 
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vzorca naredili tri citospine z uporabo centrifuge Shandon Cytospin 4 (Thermo Fisher 
Scientific) (55 × g, 4 min). Po tem smo pustili, da se celice na zraku posušijo in jih obarvali 
po metodi May Grunwald Giemsa ter jih pokrili s krovnim steklom. Količino apoptotičnih in 
mitotičnih celic smo ocenile tri ocenjevalke (vsaka je štela celice na vseh preparatih, kot 
rezultat pa je prikazano povprečje od vseh treh ocenjevalk). Na vsakem stekelcu smo prešteli 
število apoptotičnih in mitotičnih celic v desetih naključnih zaporednih vidnih poljih pod 
400-kratno povečavo. Za apoptotične celice smo šteli skrčene, fragmentirane celice z 
brstečimi vezikli oziroma kondenziranimi (potemnjenimi) fragmentiranimi jedri. Za 
mitotične celice smo šteli celice pri katerih je v jedru vidna spremenjena organizacija 
kromatina, kot so kromosomi. Za kvantifikacijo rezultatov smo izračunali delež apoptotičnih 
oziroma mitotičnih celic od vseh preštetih celic, ker je bilo le teh zaradi različne gostote na 
posameznih preparatih različno. Deleže apoptotičnih oziroma mitotičnih celic pri tretiranih 
skupinah smo po tem normalizirali na delež teh celic pri kontrolnih netretiranih skupinah 
(preštetih je bilo od 300 do 600 celic na posamezen vzorec (stekelce)). 
Slike preparatov smo zajeli s pomočjo fluorescenčnega mikroskopa Olympus BX-51 s 
kamero DP72 (Olympus). 
 
3.2.7 Analiza celičnega cikla 
Za pretočno-citometrične meritve DNA, smo celice tripsinizirali 24 ali 72 ur po terapiji in jih 
pripravili po prilagojeni metodi Otta (Otto, 1990). Celice smo 20 minut resuspendirali v 0,2 
M citronski kislini in 0,5 % detergentu Tween-20, jih nato centrifugirali in fiksirali 24 ur v 
70 % alkoholu na 4 °C. Po tem smo celice ponovno centrifugirali in resuspendirali v 0,5 % 
pepsinu. Po 5 minutah smo celice obarvali s fluorokromom DAPI (4.6-diamidino-2-
fenilindol-dihidroklorid), ki se veže na DNA. Pripravljene vzorce smo izmerili s pretočnim 
citometrom CyFlow® Space (Sysmex Partec GmbH, Nemčija). Izrisali smo histograme DNA 
s številom celic glede na izmerjeno jakost fluorescence in analizirali celični cikel s 
programsko opremo MultiCycle AV DNA analysis software (Phoenics Flow Systems, Inc., 
ZDA). Na zadnje smo izračunali razporeditev celic v fazah G1, S in G2. 
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3.3 POSKUSI IN VIVO 
 
3.3.1 Indukcija tumorjev 
Celice linij FaDu in 2A3 smo uporabili za indukcijo tumorjev za poskuse in vivo tako, da 
smo v podkožje na hrbtu miši injicirali 0,1 ml celične suspenzije v koncentraciji 2 × 106 
(FaDu) ali 5 × 106 (2A3). Ko so tumorji dosegli volumen 40 mm3, smo miši naključno 
razdelili v sledeče skupine po vsaj 5 miši: kontrolna skupina (CTRL), terapija s cisplatinom 
(CDDP), obsevanje s 5 Gy, z 10 Gy, ali s 15 Gy ter kombinirana terapija s stalno 
koncentracijo cisplatina (4 mg/kg) in obsevanjem s 5 Gy, z 10 Gy, ali s 15 Gy. 
 
3.3.2 Obsevanje in kombinirana terapija in vivo  
Za kombinirano terapijo ali samo terapijo s cisplatinom smo intravensko injicirali 4 mg/kg 
cisplatina. Volumen injiciranega cisplatina je bil prilagojen glede na maso živali. Pri 
kombinirani terapiji smo tumorje obsevali 20 minut po injiciranju cisplatina. Za lokalno 
obsevanje tumorjev smo miši postavili v svinčena nosila in tumorje obsevali s polovico 
celotne doze najprej z ene strani in nato še z druge s preostalo dozo (za zagotovitev 
enakomerne porazdelitve doze sevanja preko celotnega volumna tumorja). Tumorji so bili 
obsevani z obsevalno napravo Gulmay 225 X-ray system (Gulmay Medical Ltd.) s filtrom iz 
0,55 mm bakra in 1,8 mm aluminija ter z dozami 5, 10 in 15 Gy, s hitrostjo doze 1,92 Gy/min 
(slika 4). 
 
 
Slika 4: Obsevanje tumorjev. Miši so bile postavljene v svinčene nosilce tako, da se je 
obseval samo tumor. 
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3.3.3 Spremljanje vpliva terapije na tumorje 
Rast tumorjev smo spremljali z merjenjem treh med seboj pravokotnih dimenzij tumorja 
dvakrat tedensko s pomočjo kljunastega merila dokler niso tumorji dosegli 350 mm3 (slika 
5). Volumen tumorjev smo izračunali po formuli za prostornino elipsoida: V = (π × a × b × 
c)/6, kjer so a, b in c tri pravokotne dimenzije tumorja. Zaostanek v rasti tumorjev smo 
izračunali tako, da smo od časa v katerem se je podvojil volumen tretiranih tumorjev odšteli 
čas v katerem se je podvojil volumen kontrolnih tumorjev. Zaradi razlike v hitrosti rasti med 
tumorskima modeloma, smo zaostanek v rasti tumorjev normalizirali na hitrost rasti 
kontrolnih (netretiranih) tumorjev. Faktor modifikacije doze (DMF) smo določili tako, da 
smo izračunali razmerje med normaliziranim zaostankom v rasti pri različnih terapijah 
oziroma tumorskih modelih. 
 
 
Slika 5: Merjenje velikosti tumorja s pomočjo kljunastega merila 
 
3.3.4 Histološka analiza tumorjev 
Z namenom prikaza primerov tumorjev, nastalih kot posledica injiciranja človeških celic v 
podkožje miši, smo pripravili histološke rezine netretiranih tumorjev. Za pregled histoloških 
rezin smo tumorje odvzeli, ko so dosegli velikost približno 100 mm3, odstranili kožo jih 24 
ur fiksirali v cinkovem fiksativu in do nadaljnje obdelave shranili v 70 % etanolu. Po tem so 
bili vzorci vključeni v parafin in narezane so bile rezine debeline 5 μm in pobarvane s 
hematoksilinom in eozinom. Pripravljene rezine smo pregledali na mikroskopu Olympus 
BX-51 s kamero DP72 (Olympus). 
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3.4 STATISTIČNA ANALIZA  
Podatke smo statistično obdelali z uporabo programa SigmaPlot (Systat Software Inc., VB) 
ali programa R (R Core Team, 2014) s paketi drc (Ritz et al., 2015), ggplot2 (Wickham, 
2009) in nlme (Pinheiro et al., 2017). Podatke eksperimentalnih skupin smo analizirali na 
podatke kontrolnih skupin. Na grafih so prikazane povprečne vrednosti in standardne napake 
podatkov.  
Podatke raziskave in vivo za ugotavljanje razlik v normaliziranih GD (zaostankih v rasti 
tumorjev) pri kontrolnih oziroma ekperimetalnih skupinah smo obdelali s t-testom. Pri 
obdelavi preživetja celic in vitro smo za optimalno prileganje krivulji nelinearnega modela, 
ki opisuje razmerje med dozo tretiranja in povprečnim deležem preživetja, uporabili 
modeliranje odgovora glede na dozo (dose response modelling). Za vsak tretma in za vsako 
celično linijo smo poiskali optimalno prileganje krivulji odgovora glede na dozo in izračunali 
dozo, pri kateri je preživetje celic zmanjšano na 50 % preživetja netretiranih celic (ED50). Za 
analizo podatkov morfološke analize in analize celičnega cikla ter posredovanih učinkov 
terapije smo naredili test enosmerne analize variance (One Way ANOVA), ki ji je sledil 
Holm-Sidakov test. Podatke testa γH2AX smo analizirali z modeliranjem mešanih učinkov 
(mixed effects modelling). Primerjali smo vpliv treh spremenljivk; tretmaja, časa in celične 
linije, na odziv.  
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4 REZULTATI 
 
4.1 OBČUTLJIVOSTI HPV-POZITIVNE IN HPV-NEGATIVNE TUMORSKE 
CELIČNE LINIJE NA RAZLIČNE TERAPIJE 
Za preverjanje stopnje občutljivosti tumorskih celičnih linij in vitro smo po terapiji naredili 
test klonogenosti. Primerjava stopnje občutljivosti tumorskih celičnih linij 2A3 (HPV-
pozitivna) in FaDu (HPV-negativna) je pokazala, da so celice 2A3 bolj občutljive na 
naraščajoče doze obsevanja. Po najvišji dozi obsevanja (5 Gy) je bil delež preživetja celic 
FaDu znižan na 0,21 ± 0,02, delež preživetja celic 2A3 pa že na 0,05 ± 0,01 glede na 
netretirane celice. ED50 se je med linijama razlikoval za faktor 2,1 (p < 0,001) (slika 6A).  
Občutljivost na terapijo s samim cisplatinom se med tumorskima celičnima linijama ni 
statistično značilno razlikovala (p = 0,08) in sicer je bil delež preživetja po 4-urni 
izpostavljenosti najvišji koncentraciji cisplatina (koncentracija 0,3 μg/ml v gojišču) pri obeh 
linijah znižan na 0,59 (± 0,03 za FaDu in ± 0,04 za 2A3) glede na netretirane celice (slika 
6B).  
Pri obeh linijah je prišlo ob dodatku cisplatina (koncentracija v gojišču je bila 0,1 μg/ml) do 
potenciacije učinka obsevanja, pri čemer je ostal odziv celic 2A3 boljši kot odziv celic FaDu, 
čeprav je bila potenciacija večja pri celicah FaDu (odziv na samo obsevanje in na 
kombinirano terapijo se je pri celicah FaDu razlikoval za faktor 1,3 pri 2A3 pa za faktor 1,2; 
slika 6C, 6D). Vseeno se je po kombinirani terapiji obsevanja s 5 Gy in cisplatinom delež 
preživetja celic FaDu znižal le na 0,17 ± 0,01, preživetja celic 2A3 pa na 0,03 ± 0,01. EC50 
med celičnima linijama se je po kombinirani terapiji razlikoval za faktor 1,9 (p < 0,001).  
Rezultati so torej pokazali, da so HPV-pozitivne celice bolj občutljive na samo obsevanje in 
na kombinirano terapijo od HPV-negativnih ter da dodatek cisplatina pri obeh linijah privede 
do aditivnega učinka. 
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Slika 6: Preživetje HPV-pozitivnih (2A3) in HPV-negativnih (FaDu) celic po obsevanju 
(IR; A), terapiji s cisplatinom (CDDP; B) in kombinaciji obeh (C) in vitro. Podatki so 
pridobljeni iz treh neodvisnih poskusov in normalizirani na ustrezne kontrolne skupine. *p < 
0,05 med tumorskima celičnima linijama, °p < 0,05 med terapijama. Polne črte predstavljajo 
linearno-kvadratni model (A, C, D). Prekinjene črte označujejo ED50 (doza, pri kateri je 
preživetje celic 50 %). 
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4.2 MEHANIZMI ODGOVORA HPV-POZITIVNE IN HPV-NEGATIVNE 
TUMORSKE CELIČNE LINIJE NA RAZLIČNE TERAPIJE 
 
4.2.1 Delež poškodb DNA in časovna dinamika popravila poškodb DNA po obsevanju, 
terapiji s ciplatinom in kombinaciji obeh 
Delež popravila poškodb DNA smo preverili s pomočjo kometnega testa, ki pokaže vse 
poškodbe DNA (enoverižne in dvoverižne prelome DNA), ki se kažejo kot povečan delež 
DNA v repih kometov; ter s testom tvorbe žarišč fosforiliranih histonov γH2AX, ki označi le 
dvoverižne prelome DNA. Dinamiko popravila DNA smo spremljali tako, da smo oba testa 
opravili v različnih časovnih točkah po terapiji (kometni test smo opravili takoj, pol ure in 
eno uro po terapiji, test tvorbe žarišč fosforiliranih histonov γH2AX pa pol ure, eno uro, dve 
uri in 24 ur po terapiji). 
 
4.2.1.1 Poškodbe DNA in njihovo popravilo zaznane s kometnim testom 
Kometni test ni pokazal izrazitih razlik v stopnji in popravilu DNA med tumorskima 
celičnima linijama. Že pri kontrolnih, netretiranih celicah je bilo DNA v repih kometov od 6 
do 8 %. Pri obeh linijah je v začetku po kombinirani terapiji prišlo do statistično povišanega 
deleža DNA v repih kometov glede na kontrolne skupine, in sicer na največ 15,9 ± 0,7 % (pri 
FaDu) oziroma 13,3 ± 0,6 (pri 2A3) po kombinaciji obsevanja s 5 Gy in 0,1 μg/ml cisplatina. 
Pri celicah FaDu je do zvišanja deleža poškodb DNA prišlo tudi po samem obsevanju (9,6 ± 
0,5 po obsevanju z 1 Gy in 12,4 ± 0,6 po obsevanju s 5 Gy; p < 0,001 med tretiranimi in 
kontrolno skupino). Te razlike so bile 30 minut po terapiji še ohranjene, vendar manjše (po 
kombinirani terapiji je bil delež DNA v repih kometov 9,8 – 12,6 % pri FaDu in 9,3 – 11,8 
% pri 2A3), eno uro po terapiji pa so se že izgubile (razen po obsevanju celic FaDu z dozo 5 
Gy, kjer je delež DNA v repih kometov ostal 10,5 ± 0,6; p < 0,05). To pomeni, da je s 
podaljševanjem časovnega intervala po terapiji prišlo do manjšanja stopnje poškodb DNA 
(popravljanja poškodb) (slika 7).  
Količina poškodb DNA po kombinirani terapiji je bila takoj po terapiji sicer višja kot po 
samem obsevanju, vendar se pri nobeni od celičnih linij ni statistično značilno razlikovala. 
Po kombinaciji obsevanja z 1 Gy in cisplatinom je bil namreč delež DNA v repih kometov 
pri obojih celicah približno 2 % večji kot po samem obsevanju z 1 Gy, po kombinaciji 
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obsevanja s 5 Gy in cisplatinom pa 3,5 % (FaDu) oziroma 2,6 % (2A3) večji kot po obsevanju 
s 5 Gy. Razlika med količino poškodb po samem obsevanju in po kombinirani terapiji se je 
s časom po terapiji manjšala (slika 7). 
 
Slika 7: Kometni test. Delež DNA v repu kometov v različnih časovnih točkah (takoj, pol ure 
in eno uro po terapiji) po obsevanju (IR) oziroma kombinirani terapiji pri HPV-pozitivnih 
(2A3) in HPV-negativnih (FaDu) celicah. Skupine: kontrola (CTRL), samo cisplatin 
Ajda Prevc (2018). Prilagoditev doze obsevalne terapije pri humanem ploščatoceličnem karcinomu 
ustnega žrela okuženim s humanim virusom papiloma in vitro in in vivo. 
 
26 
(CDDP), IR z 1 Gy oziroma s 5 Gy, kombinirana terapija z IR z 1 Gy oziroma 5 Gy. *p < 
0,05 med eksperimentalno skupino in kontrolo. Podatki so pridobljeni iz treh neodvisnih 
poskusov. 
 
4.2.1.2 Dvoverižni prelomi DNA in njihovo popravilo 
Rezultati testa tvorbe žarišč fosforiliranih histonov γH2AX so pokazali, da se pri HPV-
pozitivni tumorski celični liniji po terapiji pojavlja več dvoverižnih prelomov DNA, ki se 
tudi počasneje popravljajo (manjšanje stopnje dvoverižnih prelomov s podaljševanjem časa 
po terapiji). Pri obeh celičnih linijah je jakost fluorescence celic dosegla vrh 2 uri po terapiji, 
vendar je bila ta pri celicah 2A3 2,2-krat (± 0,1) (po samem obsevanju) in 2,3-krat (± 0,04) 
(po kombinirani terapiji) višja od kontrole, pri celicah FaDu pa le 1,9-krat (± 0,1), kar je bilo 
pri 2A3 doseženo še pri 30 minutah po terapiji. Nadalje je bila pri celicah FaDu jakost 
fluorescence žarišč γH2AX 24 ur po terapiji znižana skoraj na stopnjo enako kontroli (1,3 ± 
0,1), medtem ko je bila ta stopnja pri celicah 2A3 24 ur po terapiji še 1,9-krat (± 0,1) višja 
od stopnje prelomov pri kontrolnih celicah (p < 0,001 med celičnima linijama pri isti terapiji). 
Test ni pokazal razlik v stopnji dvoverižnih prelomov DNA po kombinirani terapiji v 
primerjavi s samim obsevanjem (p = 0,4; slika 8A).  
Podobno smo opazili tudi pri pregledu slik imunocitološko obarvanih preparatov, kjer je bilo 
2 uri po obsevanju v jedrih HPV-pozitivnih celic vidnih več žarišč fosforiliranih histonov 
γH2AX kot v jedrih  HPV-negativnih celic. 24 ur po obsevanju je bilo pri obeh celičnih 
linijah opaznih manj žarišč, vendar jih je bilo pri celicah 2A3 še vedno več kot pri celicah 
FaDu (slika 8B).  
Iz rezultatov tega testa torej lahko zaključimo, da je oslabljenost popravljalnih mehanizmov 
DNA pri HPV-pozitivnih celicah eden od glavnih razlogov za njihovo povečano občutljivost 
na obsevanje (v kombinaciji s cisplatinom). 
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Slika 8: Žarišča fosforiliranih histonov γH2AX. (A) Grafična predstavitev stopnje 
dvoverižnih prelomov DNA po samem obsevanju (IR) ali kombinaciji obsevanja s terapijo s 
cisplatinom (IR + CDDP) pri HPV-pozitivnih (2A3) in HPV-negativnih (FaDu) celicah v 
odvisnosti od časa. Podatki so pridobljeni iz treh neodvisnih poskusov in normalizirani na 
ustrezno kontrolno skupino. *p < 0,05 med tumorskima celičnima linijama. (B) 
Reprezentativne slike fluorescentno obarvanih žarišč γH2AX po obsevanju (IR). Modro 
obarvana so jedra (DAPI), zeleno pa žarišča γH2AX. 
Ajda Prevc (2018). Prilagoditev doze obsevalne terapije pri humanem ploščatoceličnem karcinomu 
ustnega žrela okuženim s humanim virusom papiloma in vitro in in vivo. 
 
28 
4.2.2 Analiza celičnega cikla in deleža apoptotičnih in mitotičnih celic po obsevanju in 
kombinirani terapiji s cisplatinom 
Z namenom ugotoviti ali nepopravljeni dvoverižni prelomi DNA pri HPV-pozitivnih celicah 
povzročajo nadaljnje spremembe v poteku celičnega cikla smo analizirali celični cikel ter 
morfologijo celic po terapiji. Analiza celičnega cikla je pokazala, da je pri obeh celičnih 
linijah 24 ur po samem obsevanju in po kombinirani terapiji prišlo do znižanja deleža celic v 
fazi S. Te vrednosti so bile pri celicah FaDu 13,7 ± 1,3 % (po samem obsevanju) oziroma 
15,3 ± 1,8 % (po kombinirani terapiji) v primerjavi s 41,9 ± 1,5 % pri kontroli (p < 0,001). 
Pri celicah 2A3 pa so bile te vrednosti 5,5 ± 0,4 % (po samem obsevanju) oziroma 8,3 ± 1,4 
% (po kombinirani terapiji) glede na 29,3 ± 1,3 % pri kontroli (p < 0,001). Dodatno smo pri 
HPV-pozitivnih celicah opazili tudi zvišanje deleža celic v fazi G2/M na 32,9 ± 2,9 % (po 
samem obsevanju) oziroma 42,4 ± 3,6 % (po kombinirani terapiji) glede na 7,8 ± 0,7 % pri 
kontroli (p < 0,001). To pomeni, da je pri teh celicah po terapiji prišlo do zaustavitve 
celičnega cikla v fazi G2/M, kar pa pri celicah FaDu ni bilo opazno. Nadalje se je 72 ur po 
terapiji celični cikel pri celicah FaDu normaliziral (se ni razlikoval od cikla pri kontrolnih 
celicah), pri 2A3 pa je bil delež celic v fazi G2/M še znižan na 18,3 ± 0,3 % (po samem 
obsevanju) oziroma na 17,6 ± 0,7 % (po kombinirani terapiji), vendar še vedno statistično 
značilno povišan v primerjavi s kontrolo (p < 0,05) (slika 9).  
Te ugotovitve se skladajo z rezultati morfološke analize, kjer smo v času do 72 ur po 
kombinirani terapiji opazili, da je delež apoptotičnih celic 2A3 naraščal, delež mitotičnih 
celic pa padal. 24 ur po terapiji je bilo apoptotičnih celic že 2-krat (± 0,2) več, 72 ur po 
kombinirani terapiji pa 5,3-krat (± 0,8) več kot pri kontroli (pri obeh časovnih točkah je p < 
0,001 med kontrolno in tretiranimi skupinami). Tudi delež apoptotičnih celic FaDu je s časom 
naraščal, vendar v manjši meri. 24 ur po terapiji je bilo apoptotičnih celic 16,6 ± 11,7 % več 
kot pri kontroli, 72 ur po terapiji pa 3,2-krat (± 0,5) več (p < 0,001). Delež mitotičnih celic 
2A3 je 24 ur po terapiji padel na 69,7 ± 5,5 % (p < 0,01 med kontrolno in tretirano skupino), 
72 ur po terapiji pa na 44,4 ± 8,4 % glede na kontrolno skupino (p < 0,001). Nasprotno se je 
delež mitotičnih celic FaDu 24 ur po terapiji povečal za 54,2 ± 10,7 % (p < 0,001), 72 ur po 
terapiji pa je padel na 75,3 ± 16,2 % glede na kontrolno skupino (slika 10A).  
Prikazane so tudi slike celic v različnih časovnih točkah po terapiji, kjer so označeni primeri 
apoptotičnih in mitotičnih celic. Poleg tega lahko na slikah opazimo, da se morfologija obojih 
celic po terapiji spremeni (večja jedra ter več citoplazme z vakuolami) (slika 10B). 
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Zaključimo lahko, da okvarjeno popravilo DNA pri HPV-pozitivnih celicah med drugim 
privede do zaustavitve celičnega cikla v fazi G2/M ter do aktivacije apoptoze. 
 
 
Slika 9: Analiza celičnega cikla. Delež HPV-pozitivnih (2A3) in HPV-negativnih celic v dveh 
časovnih točkah po obsevanju (IR) ali kombinirani terapiji (IR+CDDP). °p < 0,05 med 
eksperimentalno in kontrolno skupino. Podatki so pridobljeni iz treh neodvisnih poskusov.  
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Slika 10: Analiza morfologije celic. (A) Normaliziran delež apoptotičnih oziroma mitotičnih 
HPV-pozitivnih (2A3) ali HPV-negativnih (FaDu) celic v dveh časovnih točkah po 
kombinirani terapiji. °p < 0,05 med eksperimentalno in kontrolno skupino; *p < 0,05 med 
tumorskima celičnima linijama. Prekinjeni črti označujeta delež apoptotičnih oziroma 
mitotičnih celic v kontrolnih (netretiranih) skupinah. Podatki so pridobljeni iz treh 
neodvisnih poskusov. (B) Reprezentativne slike celic FaDu in 2A3 v dveh časovnih točkah po 
IR oziroma kontrolnih celic. Rdeče puščice označujejo mitotične celice, črne puščice pa 
apoptotične celice. 
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4.2.3 Pojav posredovanih učinkov sevanja po obsevalni terapiji, terapiji s ciplatinom 
in kombinaciji obeh 
Posredovane učinke sevanja po terapiji smo preverili s pomočjo metode menjave gojišča 
(netretirane celice smo izpostavili gojišču celic, ki so bile izpostavljene terapiji), ki ji je sledil 
test viabilnosti celic. Do statistično pomembnega znižanja preživetja celic je prišlo le pri 
HPV-pozitivnih celicah po kombinirani terapiji in je znašal 92,7 ± 0,6 % (kombinacija 
obsevanja z 1 Gy in cisplatina; p < 0,01 med kontrolno in tretirano skupino) oziroma 90,6 ± 
1,7 % (kombinacija obsevanja s 5 Gy in cisplatina; p < 0,001 med kontrolno in tretirano 
skupino) preživetja kontrolnih celic (slika 11A). To pomeni, da bi lahko k boljšemu odgovoru 
na terapijo pri HPV-pozitivnih celicah prispevali tudi posredovani učinki sevanja. 
S pomočjo pretočne citometrije smo preverili tudi količino mikroveziklov v gojišču po 
različnih terapijah pri obeh celičnih linijah, saj so ti lahko eden od dejavnikov, ki prispevajo 
k pojavu posredovanih učinkov. Po nobeni terapiji nismo opazili statistično značilnih razlik 
pri nobeni od celičnih linij (slika 11B), kar pomeni, da je opaženo znižanje preživetja po 
izpostavitvi tem gojiščem verjetno posledica drugih dejavnikov. 
 
 
Slika 11: Posredovani učinki sevanja in mikrovezikli. Viabilnost (A) HPV-pozitivnih (2A3) 
in HPV-negativnih (FaDu) celic po tem, ko so bile izpostavljene gojišču netretiranih celic 
(CTRL), celic izpostavljenih cisplatinu (CDDP), celic izpostavljenih obsevanju z 1 oziroma 
5 Gy ter celic izpostavljenih kombinirani terapiji (1 Gy oziroma 5Gy + CDDP) ter količina 
mikroveziklov v gojišču (B). *p < 0,05 med eksperimentalno in kontrolno skupino. 
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4.3 ODGOVOR HPV-POZITIVNIH IN HPV-NEGATIVNIH TUMORJEV NA 
OBSEVANJE IN SOČASNO TERAPIJO S CISPLATINOM IN VIVO  
 
4.3.1 Stopnja občutljivosti HPV-pozitivnih in HPV-negativnih tumorjev na obsevanje 
in na sočasno terapijo s cisplatinom in vivo 
V raziskavi in vivo na imunsko oslabljenih miših (SCID) smo primerjali odziv HPV-
pozitivnih in HPV-negativnih tumorskih modelov na obsevanje in kombinirano terapijo s 
cisplatinom (histološki rezini netretiranih tumorjev sta prikazani na sliki 12, kot primer mišjih 
tumorskih modelov, saj so ti drugačni od človeških (npr. bolj homogena in nediferencirana 
histologija tumorskih modelov) (Kelland, 2003)).  
Rezultati testa zaostanka v rasti tumorjev so potrdili rezultate poskusov in vitro. Zaostanek v 
rasti tumorjev pri obeh tumorskih modelih je z višanjem doze obsevanja (z ali brez dodatka 
cisplatina) naraščal. Tako je bil normaliziran zaostanek v rasti (izražen s faktorjem, glede na 
zaostanek v rasti kontrolnih tumorjev) po najvišji dozi obsevanja (15 Gy) pri HPV-negativnih 
tumorjih 10,6 ± 1,3, pri HPV-pozitivnih pa 16,6 ± 3,1. Razmerje (DMF) med odgovorom 
tumorskih modelov po samem obsevanju je bilo 1,3; p < 0,01 (slika 13A). Po obsevanju s 15 
Gy v kombinaciji s cisplatinom je bil normaliziran zaostanek v rasti HPV-negativnih 
tumorjev 15,1 ± 2,0, HPV-pozitivnih pa 19,4 ± 1,6. DMF med tumorskima modeloma po 
kombinirani terapiji je bil 1,2; p < 0,01 (slika 13B).  
Potenciacija učinka obsevanja z dodatkom cisplatina je bila bolj opazna pri HPV-negativnih 
tumorjih. DMF med samim obsevanjem in kombinirano terapijo s cisplatinom je bil pri HPV-
negativnih tumorjih 1,3 oziroma 1,2 pri HPV-pozitivnih tumorjih (za oba modela je p < 
0,001) (slika 13C, 13D). Vseeno pa je bil odgovor HPV-pozitivnih tumorjev na splošno 
boljši, saj smo opazili, da je po obsevanju s 15 Gy normaliziran zaostanek v rasti HPV-
negativnih tumorjev še po dodatku cisplatina (15,1 ± 2,0) manjši od zaostanka v rasti HPV-
pozitivnih tumorjev po samem obsevanju (16,6 ± 3,1).  
Iz dobljenih rezultatov lahko zaključimo, da so HPV-pozitivni tumorji od HPV-negativnih 
bolj občutljivi tako na obsevanje kot tudi na kombinirano terapijo. 
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Slika 12: HPV-pozitiven in HPV-negativen tumorski model. Histološki rezini HPV-
pozitivnega (desno) in HPV-negativnega (levo) tumorja, rastočega na imunsko oslabljenih 
miših pod 4× (zgoraj) in 20× (spodaj) povečavo. 
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Slika 13: Odziv HPV-pozitivnih (2A3) in HPV-negativnih (FaDu) tumorskih modelov na 
obsevanje (IR) in kombinirano terapijo (IR + CDDP). Normaliziran zaostanek v rasti 
tumorjev. Primerjava med tumorskima modeloma po IR (A) oziroma po IR + CDDP (B). 
Primerjava med terapijama pri tumorskem modelu FaDu (C) oziroma 2A3 (D). *p < 0,05 
med tumorskima modeloma po isti terapiji (A, B) oziroma terapijama pri istem modelu (C, 
D); N = vsaj 5 miši. DMF – faktor modificiranja doze. Prekinjene črte označujejo 
normalizirano vrednost zaostanka v rasti pri kateri je bil izračunan DMF. 
 
4.3.2 Faktor modificiranja doze obsevanja ob sočasni terapiji s cisplatinom pri HPV-
pozitivnih tumorjih 
Glavni namen doktorske naloge je bil ugotoviti, kolikšno znižanje doze obsevanja v 
kombinaciji s terapijo s cisplatinom pri HPV-pozitivnih tumorjih je možno, ob ohranitvi 
protitumorskega učinka, ki ga dosežemo z običajno dozo pri HPV-negativnih tumorjih. Zato 
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smo s pomočjo testa zaostanka v rasti tumorjev na tumorskem modelu imunsko oslabljenih 
miši določili faktor modificiranja (enkratne) doze obsevanja ob sočasni terapiji s cisplatinom 
pri HPV-pozitivnih tumorjih. Ta faktor je znašal 1,2 (slika 13B), torej je bil pri HPV-
pozitivnih tumorjih z 20 % nižjo dozo obsevanja dosežen enak protitumorski učinek kot pri 
HPV-negativnih tumorjih z začetno dozo obsevanja. To pomeni, da bi lahko dozo, ki smo jo 
uporabili pri obsevanju HPV-pozitivnih tumorjev, zmanjšali za 20 % z ohranitvijo učinka, 
doseženega s standardno dozo pri obsevanju HPV-negativnih tumorjev.  
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5 RAZPRAVA 
 
Namen doktorske naloge je bil ugotoviti, za koliko lahko pri HPV-pozitivnih 
ploščatoceličnih karcinomih ustnega žrela (v primerjavi s HPV-negativnimi tumorji) 
zmanjšamo dozo obsevanja ob sočasni terapiji s cisplatinom, ne da bi s tem zmanjšali 
učinkovitost zdravljenja. Preveriti smo želeli tudi nekatere molekularne mehanizme, ki bi 
lahko prispevali k povečani občutljivosti HPV-pozitivnega ploščatoceličnega karcinoma 
žrela na terapijo z obsevanjem in sočasno kemoterapijo s cisplatinom. Potrdili smo, da so 
HPV-pozitivne tumorske celice in tumorji bolj občutljivi na obsevanje ter da ima sočasna 
kemoterapija s cisplatinom aditiven učinek ne glede na HPV status. HPV-pozitivni tumorji 
so na radioterapijo odgovorili za 30 % bolje, na kombinirano terapijo pa za 20 % bolje kot 
HPV-negativni tumorji. Rezultati raziskave in vitro so pokazali, da je povečana občutljivost 
HPV-pozitivnega ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela na obsevanje in sočasno 
kemoterapijo s cisplatinom med drugim posledica višje ravni dvoverižnih prelomov DNA, 
nižje stopnje popravila dvoverižnih prelomov DNA, zaustavitve celičnega cikla v fazi G2/M 
in višje stopnje apoptoze. 
 
5.1 Odziv HPV-pozitivnih in HPV-negativnih predkliničnih modelov na samo 
obsevanje 
Rezultati raziskav, opravljenih na celičnih linijah ali tumorskih modelih, ki so obravnavale 
občutljivost HPV-pozitivnega ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela na samo obsevanje 
po večini kažejo, da so HPV-pozitivne tumorske celične linije na radioterapijo bolj občutljive 
kot HPV-negativne tumorske celične linije (Arenz et al., 2014; Busch et al., 2016; Kimple et 
al., 2013; Rieckmann et al., 2013; Ziemann et al., 2015). Povečana občutljivost na obsevanje 
bi lahko bila posledica vpliva virusa HPV na celični cikel gostiteljske celice, kot rezultat 
aktivnosti onkoproteinov E6 in E7. Tako je na primer raziskava na petih HPV-pozitivnih in 
petih HPV-negativnih celičnih linijah ploščatoceličnega karcinoma glave in vratu, ki so jo 
opravili Rieckmann in sodelavci (Rieckmann et al., 2013) pokazala, da so v povprečju HPV-
pozitivne celične linije bolj občutljive na obsevanje. Hkrati so pri teh linijah opazili višjo 
stopnjo nepopravljenih žarišč γH2AX po obsevanju ter zaustavitev celičnega cikla v fazi 
G2/M. Podobne rezultate so predstavili Arenz in sodelavci (Arenz et al., 2014), ki so pri štirih 
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HPV-pozitivnih tumorskih celičnih linijah (v primerjavi s štirimi HPV-negativnimi celičnimi 
linijami) ploščatoceličnega karcinoma glave in vratu po obsevanju opazili hitrejši prehod 
skozi fazo S ter zaustavitev v fazi G2/M. Prav tako so 24 ur po obsevanju pri HPV-pozitivnih 
celicah opazili več žarišč γH2AX in višji delež apoptotičnih celic kot pri HPV-negativnih 
celicah. Tudi Park in sodelavci (Park et al., 2014) so 24 ur po obsevanju celic 
ploščatoceličnega karcinoma glave in vratu, ki so izražale HPV-virusni protein E7 opazili 
višjo stopnjo žarišč γH2AX kot pri HPV-negativnih celicah. Še eno raziskavo s podobnimi 
rezultati so objavili Kimple in sodelavci (Kimple et al., 2013), ki so prav tako primerjali 
odziv na obsevanje štirih HPV-pozitivnih in štirih HPV-negativnih celičnih linij karcinoma 
glave in vratu: odziv je bil boljši pri HPV-pozitivnih celičnih linijah. S pomočjo meritev 
aktivnosti kaspaz 24 ur po obsevanju s 4 Gy so dokazali tudi višjo stopnjo apoptoze kot pri 
HPV-negativnih celicah. Poleg tega je prišlo po obsevanju s 4 Gy pri HPV-pozitivnih celicah 
do daljše zaustavitve celičnega cikla v fazi G2/M kot pri HPV-negativnih celicah: 24 ur po 
obsevanju je bil delež celic v fazi G2/M povišan, kar je bilo opazno tudi še 48 ur po 
obsevanju. Nasprotno je bil delež HPV-negativnih celic v fazi G2/M povišan v manjši meri 
le 24 ur po obsevanju (Kimple et al., 2013). V nasprotju z rezultati zgoraj opisanih raziskav 
pa so Nagel in sodelavci (Nagel et al., 2013) v svoji raziskavi opazili v povprečju enak odziv 
na obsevanje pri HPV-negativnih in HPV-pozitivnih celičnih linijah. To odstopanje 
rezultatov bi lahko bilo posledica tega, da so Nagel in sodelavci za ocenitev preživetja celic 
po obsevanju uporabili test viabilnosti, medtem ko je bil v naših poskusih in ostalih opisanih 
raziskavah uporabljen test klonogenosti, pri katerem so kazalniki odziva na terapijo drugi 
celični procesi kot pri testu viabilnosti. 
Naši rezultati se ujemajo z rezultati večine raziskav (Arenz et al., 2014; Kimple et al., 2013; 
Park et al., 2014; Rieckmann et al., 2013), torej da so HPV-pozitivne celice bolj občutljive 
na samo obsevanje od HPV-negativnih. Pri HPV-pozitivnih celicah smo pokazali povečano 
stopnjo dvoverižnih prelomov DNA in njihovo počasnejše popravilo. Z analizo celičnega 
cikla smo pri HPV-pozitivnih celicah prav tako opazili povečanje deleža celic v fazi G2/M, 
kar kaže na zaustavitev celičnega cikla v tej fazi. S časom se je delež HPV-pozitivnih celic v 
fazi G2/M znižal, zaradi česar predvidevamo, da so po terapiji celice v tej fazi umrle, kar je 
značilen odziv celic na obsevanje. Tudi stopnja apoptotičnih celic je bila pri HPV-pozitivnih 
celicah po terapiji večja in je s časom naraščala, kar se prav tako sklada z rezultati analize 
celičnega cikla. Poleg tega smo po terapiji opazili, da je delež mitotičnih celic znižan kar tudi 
potrjuje opažanja glede zaustavitve celičnega cikla v fazi G2/M. Nasprotno pa smo pri HPV-
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negativnih celicah z analizo celičnega cikla 3 dni po terapiji opazili normalizacijo njihovega 
cikla, z enakimi deleži celic v posamezni fazi celičnega cikla kot v netretirani skupini. To 
opažanje se ujema z rezultati testa tvorbe žarišč fosforiliranih histonov γH2AX: te celice torej 
uspešneje popravijo poškodbe DNA kot HPV-pozitivne celice, kar vodi v normalizacijo 
celičnega cikla in k boljšemu preživetju celic. 
Raziskav glede odziva HPV-pozitivnih tumorskih modelov in vivo na obsevanje ni veliko. 
Kimple in sodelavci (Kimple et al., 2013), ki so obsevali ploščatocelične karcinome s skupno 
dozo 8 Gy (4-krat 2 Gy v dveh tednih) pri imunsko oslabljenih miših, so pri HPV-pozitivnih 
tumorjih opazili zaostanek v rasti (glede na kontrolno skupino neobsevanih tumorjev), med 
tem ko zaostanka v rasti pri HPV-negativnih tumorjih ni bilo. Zaključili so, da so HPV-
pozitivni tumorji intrinzično bolj občutljivi na obsevanje kot HPV-negativni tumorji. S to 
ugotovitvijo se ujemajo tudi naši rezultati, saj smo pri HPV-pozitivnih tumorjih opazili za 30 
% boljši odgovor po zdravljenju s samim obsevanjem. V drugi podobni raziskavi in vivo, ki 
je preučevala odziv HPV-pozitivnih tumorjev na obsevanje (Sørensen et al., 2014), so v 
HPV-pozitivnih tumorjih s pomočjo histološke analize opazili manjši delež proliferajočih 
celic kot pa v HPV-negativnih tumorjih. 
 
5.2 Odziv HPV-pozitivnih in HPV-negativnih predkliničnih modelov na kombinacijo 
obsevanja in kemoterapije s cisplatinom 
Po obsevanju v kombinaciji s kemoterapijo s cisplatinom je bil v naši raziskavi odziv 
(zmanjšano preživetje) obeh tumorskih celičnih linij večji kot po sami radioterapiji, ne glede 
na HPV status celic, kar se ujema z rezultati raziskave Busch in sodelavcev (Busch et al., 
2016). Ti so pri HPV-pozitivnih celičnih linijah ob kombinaciji obsevanja in kemoterapije s 
cisplatinom prav tako opazili večji učinek kot pri HPV-negativnih linijah ter enako 
občutljivost obojih celičnih linij na sam cisplatin. Ugotovili so, da je učinek dodatka 
cisplatina obsevanju aditiven in se med HPV-pozitivnimi in HPV-negativnimi celičnimi 
linijami ne razlikuje. Nasprotne rezultate pa so predstavili Ziemann in sodelavci (Ziemann et 
al., 2015), ki so s kombinacijo obsevanja in cisplatina tretirali štiri HPV-pozitivne in štiri 
HPV-negativne celične linije ploščatoceličnega karcinoma glave in vratu. Ugotovili so, da je 
pri HPV-pozitivnih celičnih linijah poleg večje občutljivosti na obsevanje prisotna tudi večja 
kemosenzitivnost v primerjavi s HPV-negativnimi linijami ter, da dodatek cisplatina 
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obsevanju privede do večje radiosenzitizacije HPV-pozitivnih v primerjavi s HPV-
negativnimi linijami. Ta rezultat bi lahko bil posledica tega, da so v tej raziskavi uporabili 
višjo koncentracijo cisplatina (6 μg/ml) od koncentracije, ki smo jo uporabili v naših poskusih 
(0,1 μg/ml) oziroma, kot je bila uporabljena v raziskavi Buscha in sodelavcev (0,3 μg/ml) 
(Busch et al., 2016). 
V naši raziskavi smo tako in vitro kot tudi in vivo opazili, da je bila potenciacija učinka 
obsevanja z dodatkom cisplatina bolj izrazita pri HPV-negativnih tumorjih. Predpostavljamo, 
da je to opažanje najverjetneje posledica izjemno visoke občutljivosti HPV-pozitivnih 
tumorjev na obsevanje, ki so se že na samo obsevanje odzvali tako dobro, da se učinek 
dodatka cisplatina ni več zaznal, oziroma dodani cisplatin ni mogel več opazno prispevati k 
večji učinkovitosti zdravljenja, t.j. k prepoznavni spremembi v rasti celic oziroma tumorjev.  
Ti rezultati torej potrjujejo našo prvo hipotezo, da je v kombinaciji s cisplatinom občutljivost 
HPV-pozitivnih tumorskih celic ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela na obsevanje in 
vitro večja od občutljivosti HPV-negativnih tumorskih celic na obsevanje. 
Raziskave, ki bi preučevale odziv HPV-pozitivnih tumorskih modelov in vivo na obsevanje 
v kombinaciji s cisplatinom so še redkejše kot tiste, ki so preučevale odziv na samo 
obsevanje. Primer take raziskave so objavili Spanos in sodelavci (Spanos et al., 2009), ki so 
imunsko kompetentnim mišim z rastočimi tumorji injicirali adenovirusni vektor z zapisom 
za virusna proteina E6 in E7 (HPV-pozitivne). Nato so primerjali njihov odziv na obsevanje 
(8 Gy enkrat na teden, tri tedne) v kombinaciji s kemoterapijo (cisplatin, 20 mg/m2 enkrat na 
teden, prav tako tri tedne in hkrati z obsevanjem) z odzivom tumorjev na miših, katerim so 
injicirali prazen vektor (HPV-negativne). Njihovi rezultati so pokazali 90 % popolnih 
odgovorov pri HPV-pozitivnih miših ter 50 % popolnih odgovorov pri HPV-negativnih 
miših. Ta razlika je večja kot v naši raziskavi, kar je pričakovano, saj so Spanos in sodelavci 
(Spanos et al., 2009), uporabili imunsko kompetentne miši, medtem ko smo naše poskuse 
opravljali na imunsko oslabljenih miših. V naši raziskavi smo ugotovili, da je odgovor na 
kombinacijo radioterapije in kemoterapije s cisplatinom pri HPV-pozitivnih tumorjih za 20 
% višji kot pri HPV-negativnih tumorjih oziroma da bi pri HPV-pozitivnih tumorjih lahko 
enak delež odgovorov, kot smo ga zabeležili s kombinirano terapijo pri HPV-negativnih 
tumorjih, dosegli ob uporabi nižje doze obsevanja in sočasne kemoterapije s cisplatinom. To 
potrjuje našo tretjo hipotezo, ki trdi da se pri HPV-pozitivnih mišjih tumorskih modelih 
ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela lahko enak delež odgovora na zdravljenje kot pri 
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HPV-negativnih mišjih tumorskih modelih doseže z nižjo dozo obsevanja ob sočasni 
kemoterapiji s cisplatinom. 
 
5.3 Poškodbe in popravilo poškodb DNA pri HPV-pozitivnih karcinomih 
Nadalje smo s pomočjo genotoksikoloških testov ugotovili, da je pri HPV-pozitivnih 
tumorskih celicah prisotnih več poškodb DNA, ki se počasneje popravljajo kot pri HPV-
negativnih, kar se ujema z rezultati nekaterih že objavljenih raziskav, ki so bile opisane zgoraj 
(Rieckman et al., 2013; Kimple et al., 2013; Arenz et al., 2014). Zanimivo je opažanje, da 
povečanje odziva ob dodatku cisplatina obsevanju v naši raziskavi ni bilo posledica razlik v 
stopnji dvoverižnih prelomov, ki jih zazna uporabljeni test tvorbe žarišč γH2AX. 
Domnevamo, da bi bile razlike v povečanem odzivu ob dodatku cisplatina lahko posledica 
drugih poškodb DNA, kot so na primer enoverižni prelomi DNA, ki jih s testom tvorbe žarišč 
γH2AX ne zaznamo. Te se običajno preverja s pomočjo kometnega testa: ta v našem poskusu 
ni pokazal razlik med različnimi tretmaji. Vzrok za to bi lahko bile prečne povezave DNA, 
ki jih tvori cisplatin, kar lahko zakrije rezultate kometnega testa. Prečne povezave DNA 
namreč zmanjšujejo migracijo DNA, ki je pri kometnem testu ključnega pomena (Pfuhler in 
Wolf, 1996). Poleg tega se popravilo poškodb DNA, ki jih povzroča obsevanje, odvije zelo 
hitro po koncu terapije. Poškodbe DNA, povzročene s cisplatinom, ki bi jih kometni test 
lahko zaznal, bi po drugi strani lahko prepoznali šele po daljši izpostavljenosti 
kemoterapevtiku. Te vrste poškodb se namreč formirajo šele kot posledica procesov 
popravila DNA. Naši poskusi (4-urna izpostavljenost cisplatinu, ki ji sledi obsevanje) torej 
niso bili zasnovani na način, da bi lahko prikazali razlike med samim obsevanjem in terapijo 
z dodatkom cisplatina. 
Obstaja več dokazov, da so pri HPV-pozitivnih tumorskih celicah ploščatoceličnega 
karcinoma ustnega žrela okvarjeni geni, ki sodelujejo pri popravilu DNA. Primer je raziskava 
Lohavanichbutra in sodelavcev (Lohavanichbutr et al., 2009), ki so odkrili, da se vzorci 
HPV-pozitivnih in HPV-negativnih tumorjev bolnikov s ploščatoceličnim karcinomom 
ustnega žrela razlikujejo v izražanju številnih genov, med drugim tistih, ki sodelujejo pri 
popravilu, podvojevanju in rekombinaciji DNA ter pri nadzoru celičnega cikla. Tudi analiza 
mutacij, ki so jo opravili Seiwert in sodelavci (Seiwert et al., 2015), je pokazala razliko med 
HPV-pozitivnimi in HPV-negativnimi tumorji ploščatoceličnega karcinoma glave in vratu. 
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Pri HPV-pozitivnih vzorcih so namreč opazili več mutacij (v primerjavi s HPV-negativnimi) 
v genih, ki sodelujejo pri popravilu DNA, med drugim v genih BRCA 1/2, ATM in FANCA 
ter v genih, ki sodelujejo pri signaliziranju fibroblastnega rastnega faktorja (FGF), v signalni 
poti JAK/STAT ter v signalnih poteh, ki so povezane z imunskim odgovorom. 
Če povzamemo, rezultati testa tvorbe žarišč γH2AX naše in drugih podobnih raziskav 
potrjujejo drugo izmed zastavljenih hipotez, ki pravi da je občutljivost HPV-pozitivnih 
tumorskih celic na obsevanje večja zaradi zmanjšanega (okvarjenega) delovanja 
popravljalnih mehanizmov DNA v tumorskih celicah. 
 
5.4 Drugi dejavniki, ki bi lahko vplivali na boljši odziv HPV-pozitivnih karcinomov 
na terapijo 
Domnevajo, da je poleg aktivnosti virusnih proteinov E6 in E7 za večji odziv HPV-pozitivnih 
tumorjev na nekirurško zdravljenje odgovoren tudi imunski odziv. Že Mellin in sodelavci 
(Mellin et al., 2002) so z analizo vzorcev tumorjev nebnic ugotovili, da je boljši izid 
zdravljenja povezan z večjim bremenom virusa (ang. viral load). Poleg tega so Spanos in 
sodelavci (Spanos et al., 2009) v predhodno že omenjeni raziskavi, kjer so keratinocite iz 
nebnic miši transformirali z vektorjem z zapisom za HPV proteina E6 in E7, ugotovili, da je 
pri imunsko kompetentnih miših odziv na obsevanje in kombinacijo s cisplatinom boljši pri 
HPV-pozitivnih tumorjih, medtem ko je bil v raziskavi in vitro odziv boljši pri HPV-
negativnih celicah. Slednje potrjuje ključno vlogo imunskega sistema pri odgovoru HPV-
pozitivnih celic oziroma tumorjev na zdravljenje.  
Pomembno prognostično vlogo infiltracije limfocitov v tumorjih ploščatoceličnega 
karcinoma glave in vratu so dokazali tudi Balermpas in sodelavci (Balermpas et al., 2016). 
V svoji raziskavi so s pomočjo imunohistokemične analize določali izražanje CD3-pozitivnih 
(aktiviranih celic T) in CD8-pozitivnih (citotoksičnih celic T) limfocitov v tumorskem tkivu. 
Opazili so korelacijo med visoko stopnjo izražanja CD8-pozitivnih limfocitov in dobrim 
izidom zdravljena v štirih letih opazovanja bolnikov po operaciji in po-operativni 
kemoradioterapiji tako pri HPV-pozitivnih in HPV-negativnih tumorjih. Podobno so tudi 
Solomon in sodelavci (Solomon et al., 2018) pri bolnikih s HPV-pozitivnim ploščatoceličnim 
karcinomom ustnega žrela preverjali prognostično vlogo stopnje infiltracije limfocitov. Pri 
61,3 % bolnikov so dokazali visoko stopnjo infiltracije CD8-pozitivnih limfocitov, pri 38,5 
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% pa visoko stopnjo izražanja proteina PD-L1 (programmed death-ligand 1) na 
intratumorskih imunskih celicah, kar je koreliralo z izboljšanim splošnim preživetjem teh 
bolnikov.  
Udeleženosti imunskega odgovora v naši raziskavi zaradi uporabe humanih tumorskih 
modelov na imunsko oslabljenih miši nismo mogli spremljati. Lahko pa smo ugotavljali 
posredovane učinke sevanja, kjer naj bi zaradi izmenjave signalov (citokini, reaktivne 
kisikove spojine, zunajcelični vezikli idr.) med celicami prišlo do odziva na zdravljenje tudi 
pri celicah, ki sami terapiji niso bile neposredno izpostavljene (Hei et al., 2008; Kumar Jella 
et al., 2014; Mothersill in Seymour, 1998). Pojav posredovanih učinkov sevanja smo opazili 
le po kombinirani terapiji in samo pri HPV-pozitivnih tumorskih celicah. Ti učinki v našem 
primeru verjetno niso bili posredovani z mikrovezikli, saj s pretočnim citometrom nismo 
zaznali razlik v količini mikroveziklov po terapijah ali med celičnima linijama. Nasprotno so 
Honegger in sodelavci (Honegger et al., 2013) opazili, da ob utišanju proteinov E6 in E7 v 
celicah ploščatoceličnega karcinoma materničnega vratu pride do povečanja količine 
sproščenih eksosomov (manjših zunajceličnih veziklov) in do sprememb v njihovi sestavi. 
To pomeni, da bi lahko bile po zdravljenju razlike v količini manjših zunajceličnih veziklov 
prisotne tudi med tumorskimi celicami HPV-pozitivnega in HPV-negativnega 
ploščatoceličnega karcinoma ustnega žrela, ki pa jih s pretočno citometrijo, ki smo jo 
uporabili pri naši raziskavi, ne zaznamo, ker so premajhni. 
Poleg tega bi lahko bili posredovani učinki terapije pri HPV-pozitivnih tumorskih celicah, ki 
smo jih opazili v naši raziskavi, tudi posledica drugih dejavnikov, kot na primer reaktivnih 
kisikovih spojin ali citokinov. To razmišljanje podpirajo rezultati drugih raziskav, ki so 
pokazali, da je pri HPV-pozitivnih tumorskih celicah prisotna višja stopnja reaktivnih 
kisikovih spojin kot pri HPV-negativnih (Mothersill in Seymour, 1998; Williams et al., 
2014). Williams in sodelavci (Williams et al., 2014) so dokazali, da so ob izražanju virusnega 
onkoproteina E6 v celicah prisotne višje ravni reaktivnih kisikovih spojin, kar vodi do 
večjega števila poškodb DNA. Hkrati so opazili tudi, da je izražanje proteina E6 povezan z 
nižjim izražanjem superoksidne dismutaze in glutation peroksidaze, ki sodelujeta pri 
nevtralizaciji reaktivnih kisikovih spojin. Tudi Marullo in sodelavci (Marullo et al., 2015) so 
v celicah, ki izražajo proteina E6 in E7, opazili povišane ravni reaktivnih kisikovih spojin, 
kar naj bi bilo posledica aktivnosti nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaz (NOX) in 
naj bi bilo odgovorno za povišano stopnjo poškodb DNA in kromosomske aberacije. 
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Navedeni dve raziskavi torej dokazujeta, da aktivnost virusnih proteinov E6 in E7 pri HPV-
pozitivnih celicah lahko prispeva k povečanju oksidativnega stresa, ki je pomemben dejavnik 
tudi pri posredovanih učinkih sevanja. Posledica oksidativnega stresa pa je lahko tudi višja 
stopnja poškodb DNA.  
Naslednji dejavnik, ki bi lahko vplival na boljši odziv HPV-pozitivnih tumorjev na terapijo, 
je morebitna razlika v tumorskem mikrookolju med HPV-pozitivnimi in negativnimi tumorji. 
To so dokazali Sørensen in sodelavci (Sørensen et al., 2014), ki so s pomočjo 
imunohistokemičnega barvanja zmrzlih rezov (barvanje 5-bromo-2-deoksiuridina, 
označevalca faze S, za označevanje proliferacije ter pimonidazola, označevalca hipoksije) 
opazili, da je pri HPV-pozitivnih tumorjih po obsevanju delež proliferajočih celic znižan (v 
primerjavi s HPV-negativnimi tumorji). Obenem so opazili tudi, da se pri teh tumorjih po 
obsevanju zmanjša velikost hipoksičnih predelov znotraj tumorja, kar zagotavlja 
enakomernejšo preskrbo vseh delov tumorja s kisikom in s tem omogoča večjo učinkovitost 
obsevanja (Hall in Giaccia, 2006)). 
 
5.5 Možne izboljšave in pomen za klinično prakso 
Najpomembnejša pomanjkljivost naše raziskave je ta, da so bili poskusi narejeni le na enem 
tumorskem modelu. Kot so opazili v nekaterih raziskavah (Mothersill in Seymour, 1998; 
Rieckman et al., 2013), so HPV-pozitivne tumorske celične linije lahko dokaj heterogene in 
se torej vse ne odzivajo enako na isto terapijo. Prednost našega modela je, da izvira iz 
izogenih tumorskih celičnih linij, vendar bi bilo potrebno rezultate, dobljene z njegovo 
uporabo, potrditi še na drugih modelih. HPV-pozitivne celice, uporabljene v raziskavi, so 
bile transfecirane z virusnima proteinoma E6 in E7, glavnima dejavnikoma, ki vplivata na 
delovanje gostiteljske celice, vendar to še ne pomeni, da ta sistem v celoti odraža stanje, 
povzročeno z dejansko okužbo z virusom HPV. Seveda obstajajo številne raziskave, kjer so 
enako, kot smo storili v naši raziskavi, za model HPV-pozitivnega tumorja uporabili celice, 
transfecirane z vektorjem z zapisom za virusna onkoproteina E6 in E7 ter dokazali, da je 
njihov odziv na terapijo podoben kot pri celicah, okuženih s HPV (Tang et al., 2013), oziroma 
da lahko tudi proteina sama povzročata spremembe v delovanju gostiteljskih celic. Primer 
sta predhodno že opisani raziskavi Williamsa in sodelavcev ter Marulla in sodelavcev: v njih 
so uporabili celice, ki so imele izražena proteina E6 in E7, in v njih ugotovili povečano raven 
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oksidativnega stresa ter posledično tudi višje ravni poškodb DNA (Marullo et al., 2015; 
Williams et al., 2014). V celicah, ki izražajo virusne proteine E6 in E7, so opazili tudi druge 
tipe genomske nestabilnosti, kot so neporavnan kromosomski material (kar kaže na 
nekontroliran prehod skozi kontrolno točko za delitveno vreteno), anafazni mostovi (ki 
nakazujejo prelome kromosomov in spremembe v njihovi strukturi) ter spremenjena 
polarnost celic v poznejših fazah delitve (Duensing in Münger, 2002). Nadalje so pri celicah, 
ki izražajo virusni protein E7, opazili znižano izražanje proteina SMG-1, ki sodeluje pri 
popravilu DNA, njegovo zmanjšano izražanje pa lahko preko povečane stopnje apoptoze 
vodi v boljši odgovor celic na obsevanje (Gubanova et al., 2012). Vpliv samih virusnih 
proteinov E6 in E7 na odziv celic na obsevanje so preučevali tudi Kimple in sodelavci 
(Kimple et al., 2013). Ugotovili so, da je pri človeških epitelnih celicah nebnice, 
transformiranih z retrovirusnimi vektorji z zapisom za virusni protein E6 oziroma proteina 
E6 in E7, odgovor na obsevanje boljši, stopnja apoptoze po obsevanju pa višja, kot pri 
celicah, transformiranih s praznim vektorjem. Pri celicah, ki so imele izražen samo virusni 
protein E6, so opazili nizko stopnjo zaustavitve celičnega cikla v fazi G2/M, pri celicah, ki 
so izražale tako E6 kot E7, pa je bila stopnja zaustavitve v fazi G2/M visoka. 
Pomanjkljivost naše raziskave je tudi obsevanje z enojnimi odmerki doze, česar ne moremo 
enačiti s konvencionalno frakcionirano radioterapijo (1 frakcija na dan, 2 Gy na frakcijo, 5 
frakcij na teden), ki se sicer uporablja v klinični praksi za zdravljenje ploščatoceličnega 
karcinoma ustnega žrela in večine drugih rakov. Zato bi bilo zanimivo preveriti odziv HPV-
pozitivnih in HPV-negativnih tumorskih modelov tudi na tak režim terapije. Približek 
konvencionalne frakcionacije so v svoji raziskavi uporabili Kimple in sodelavci (Kimple et 
al., 2013) (4 frakcije po 2 Gy v dveh tednih). Žal ta raziskava ni preučevala odziva tumorjev 
na kombinacijo obsevanja in kemoterapije ampak zgolj na samo radioterapijo. Glede režima 
obsevanja bolj primerljivo raziskavo so objavili Spanos in sodelavci (Spanos et al., 2009), ki 
so imunsko kompetentne miši z mišjimi tumorji nebnice zdravili s kombinacijo 
frakcioniranega obsevanja in cisplatina (8 Gy enkrat na teden, tri tedne). Če iz deleža 
popolnih odgovorov, zabeleženega v tej raziskavi, izračunamo DMF, lahko ugotovimo, da je 
bil pri HPV-pozitivnih miših dosežen za 80 % boljši odgovor na zdravljenje kot pri HPV-
negativnih miši. Vzrok za tako dober odgovor bi lahko bil popolnoma drug mišji model ter 
sistemska »okužba« s HPV. Seveda je prednost raziskave Spanosa in sodelavcev tudi v tem, 
da so avtorji lahko spremljali prispevek imunskega odziva k odgovoru na zdravljenje. 
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V naši raziskavi nakazana možnost znižanja doze obsevanja za 20 %, ki ohranja učinkovitost 
kombiniranega zdravljenja, kot smo jo zabeležili pri HPV-negativnih tumorjih, je s 
kliničnega vidika izjemno zanimiva. Zagotovo bi znižanje doze obsevanja za 20 % pozitivno 
vplivalo na toksični profil obsevanja, manjše število frakcij obsevanja pa bi lahko prispevalo 
tudi k skrajševanju čakalnih vrst za radioterapijo. Najnovejši rezultati kliničnih raziskav 
potrjujejo, da je predlagano znižanje doze obsevanja za približno 20 % pri HPV-pozitivnih 
ploščatoceličnih karcinomov ustnega žrela izvedljivo in varno (Chen et al., 2017; Marur et 
al., 2017). Chen in sodelavci so namreč opravili klinično raziskavo, kjer so bolnike s HPV-
pozitivnim ploščatoceličnim karcinomom ustnega žrela zdravili s kemoterapijo s 
paklitakselom in karboplatinom ter radioterapijo. Pri bolnikih, ki so dobro odgovorili 
(popolni ali delni odgovor) na indukcijsko kemoterapijo so dozo obsevanja s standardnih 70 
Gy v 35 frakcijah znižali na 54 Gy v 27 frakcijah; ostali bolniki so prejeli 60 Gy v 30 frakcijah 
(eni in drugi v kombinaciji s sočasno kemoterapijo s paklitakselom). Na podlagi rezultatov, 
ki med skupinama niso pokazali razlike v lokalni kontroli in preživetju brez napredovanja 
bolezni po dveh letih opazovanja, so zaključili, da je znižanje doze obsevanja za 15-20 % pri 
HPV-pozitivnih tumorjih enako učinkovito, kot obsevanje z višjo dozo. Hkrati je bilo 
zabeleženih tudi manj stranskih učinkov, povzročenih z obsevanjem, kot v raziskavah, ki so 
uporabljale standardno – višjo dozo radioterapije (Chen et al., 2017). Podobno so Marur in 
sodelavci bolnike s HPV-pozitivnim ploščatoceličnim karcinomom ustnega žrela zdravili z 
indukcijsko kemoterapijo s cisplatinom, paklitakselom in cetuksimabom, ki ji je sledilo 
obsevanje v kombinaciji s cetuksimabom. Tistim bolnikom, pri katerih so dosegli z 
indukcijsko kemoterapijo popoln odgovor na mestu primarnega tumorja, so znižali dozo 
obsevanja s 69,3 Gy na 54 Gy. Razlik v preživetju po dveh letih opazovanja med skupinama 
ni bilo, pač pa je bilo v skupini, ki je bila obsevana z nižjo dozo statistično pomembno manj 
težav s požiranjem oziroma motenj hranjenja (Marur et al., 2017).  
Zaključimo lahko, da je povečana občutljivost HPV-pozitivnih ploščatoceličnih karcinomov 
ustnega žrela verjetno posledica vpliva virusa HPV na regulacijo celičnega cikla in njegovega 
vpliva na odgovor celic na s terapijo nastalih poškodb DNA. Dodatek kemoterapevtika 
cisplatina k radioterapiji je pokazal aditiven učinek tako pri HPV-pozitivnih kot pri HPV-
negativnih tumorjih. Razlika v občutljivosti obeh vrst tumorjev na kombinirano zdravljenje 
velikostnega reda 20 % je izpostavila možnost znižanja doze obsevanja pri HPV-pozitivnih 
ploščatoceličnih karcinomih ustnega žrela: pri teh tumorjih ostaja po znižanju doze obsevanja 
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za 20 % protitumorski učinek (modificiranega) kombiniranega zdravljenja enak, kot je ta pri 
HPV-negativnih tumorjih po standardnih dozah radiokemoterapije. 
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6 ZAKLJUČKI 
 
• HPV-pozitivna tumorska celična linija je bolj občutljiva na obsevanje in kombinirano 
terapijo od HPV-negativne. Na terapijo s cisplatinom sta liniji enako občutljivi. 
• Pri HPV-pozitivni tumorski celični liniji je po terapiji več dvoverižnih prelomov 
DNA, ki se počasneje popravljajo, kot pri HPV-negativni celični liniji.  
• Pri HPV-pozitivni liniji pride po terapiji do zaustavitve celičnega cikla v fazi G2/M 
ter do višje stopnje apoptoze kot pri HPV-negativni celični liniji. 
• Posredovani učinki sevanja so prisotni le pri HPV-pozitivni celični liniji po 
kombinirani terapiji. 
• HPV-pozitivni tumorski model je bolj občutljiv na obsevanje in kombinirano terapijo 
s cisplatinom od HPV-negativnega tumorskega modela. Potenciacija s cisplatinom je 
bolj izrazita pri HPV-negativnih tumorjih. 
• Ob kombinirani terapiji s cisplatinom bi se lahko dozo obsevanja pri HPV-pozitivnih 
tumorjih znižali za 20 %, pri čemer bi dosegli enak protitumorski učinek kot ga 
dosežemo pri HPV-negativnih tumorjih s standardno dozo obsevanja in cisplatina. 
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7 ORIGINALNI PRISPEVEK K ZNANOSTI 
 
Rezultati doktorske naloge potrjujejo, da so HPV-pozitivni tumorji ploščatoceličnega 
karcinoma ustnega žrela bolj občutljivi na samo obsevanje in sočasno kombinacijo 
radioterapije in kemoterapije s cisplatinom od HPV-negativnih tumorjev. Hkrati osvetljujejo 
nekatere mehanizme, ki bi lahko bili odgovorni za večjo občutljivost HPV-pozitivnih celic 
in tumorjev na radio(kemo)terapijo (več in počasnejše popravilo dvoverižnih prelomov 
DNA, zaustavitev celičnega cikla v fazi G2/M, višja stopnja apoptoze ter prisotnost 
posredovanih učinkov terapije). Na osnovi rezultatov raziskave in vivo smo prišli do 
zaključka, da bi z 20 % znižanjem doze obsevanja ob sočasni kemoterapiji s cisplatinom pri 
HPV-pozitivnih ploščatoceličnih karcinomih ustnega žrela dosegli enak učinek kot s 
standardnimi dozami radiokemoterapije pri HPV-negativnih ploščatoceličnih karcinomih 
ustnega žrela. Tako znižanje doze obsevanja je s kliničnega vidika izjemno zanimivo, saj bi 
pozitivno vplivalo na toksični profil obsevanja, hkrati pa bi omogočilo zmanjšanje števila 
frakcij obsevanja in s tem števila obiskov zdravstvene ustanove, ki jih mora opraviti bolnik 
v času zdravljenja. 
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